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 En este trabajo de tesis nos ocupamos de tres aspectos relacionados 
con la proteína señalizadora para nitrógeno PII, que involucran a PII de 
Eschericha coli (la enterobacteria en que se describió PII y sus sistemas 
de regulación), a una proteína PII de la arquea halofílica Haloferax 
mediterranei, y a la diana conocida de PII en la bacteria gram positiva 
Corynebacterium glutamicum, el represor transcripcional AmtR. Sin 
ánimo de ser exhaustiva ni una revisión enciclopédica, esta Introducción 
pretende dar algunas claves básicas sobre estos tres aspectos de la 
biología de PII que permitan al lector poner en contexto los hallazgos 
descritos en la sección de resultados y la discusión de los mismos en la 
sección correspondiente.  
 
1 - La asimilación de nitrógeno en microorganismos es un proceso 
fuertemente regulado 
 A pesar de que una de sus primeras denominaciones fue ‘azote’ (sin 
vida) debido a su carácter inerte, el nitrógeno es un elemento 
indispensable para la vida, dado que se encuentra en moléculas esenciales 
como los ácidos nucleicos, los aminoácidos y proteínas o en muchos 
cofactores enzimáticos. Los organismos unicelulares toman este elemento 
de las diversas fuentes que lo contienen en el medio, ya sea de moléculas 
orgánicas, como aminoácidos, o de fuentes inorgánicas como nitrato, 
nitrito, amonio o incluso dinitrógeno atmosférico (N2). El nitrógeno de 
estas últimas fuentes es incorporado finalmente en sustancias orgánicas, 
principalmente glutamato, glutamina y arginina. 
 La variable accesibilidad de una u otra fuente de nitrógeno y el 
potencial coste energético de los procesos de transformación que fijan el 
nitrógeno inorgánico en la materia orgánica son posiblemente los 
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condicionantes que hacen que la incorporación y el metabolismo del 
nitrógeno sean procesos estrictamente regulados en la mayoría de los 
microorganismos. Esta regulación incluye procesos alostéricos o por 
modificación postraduccional, así como cambios en los patrones de 
expresión génica. 
 En las bacterias en general, el amonio es la forma preferida de 
nitrógeno inorgánico. Este compuesto se utiliza directamente en la 
producción de glutamato y glutamina, a partir de los cuales se producen 
otros compuestos nitrogenados, como aminoácidos, nucleótidos y 
aminoazúcares (Merrick y Edwards, 1995). Las demás fuentes 
inorgánicas de nitrógeno deben convertirse a amonio para su asimilación. 
Aunque el amoníaco (NH3) cruza la membrana celular por difusión, sus 
concentraciones son bajas, existiendo transportadores para el catión 
amonio (NH4+), mucho más abundante, que está en equilibrio de 
protonación con el amoniaco. 
 En condiciones de abundancia de amonio en el medio, las bacterias 
sintetizan glutamato mediante la aminación reductiva del 2-oxoglutarato 
(2OG) catalizada por la glutamato deshidrogenasa (Fig. 1A). Sin 
embargo, el Km de esta enzima para el ión amonio es relativamente alto 
(~1 mM), por lo que muchas bacterias usan también la vía de la 
glutamina sintetasa/glutamato sintasa (anteriormente denominada 
glutamina-oxoglutarato aminotransferasa, de ahí el acrónimo usual para 
este sistema, GS/GOGAT), más costosa energéticamente pero con mayor 
afinidad por el ión amonio (Reitzer, 2003; Merrick y Edwards, 1995). 
 La glutamina sintetasa (GS) cataliza la reacción de incorporación de 
amonio a una molécula de glutamato con consumo de ATP, produciendo 
glutamina (Fig. 1B), la cual reacciona con 2-oxoglutarato para producir 
Introducción  	 		
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Fig. 1. Reacciones catalizadas por la (A) glutamato deshidrogenasa, (B) glutamina 
sintetasa y (C) glutamato sintasa (o GOGAT). En los paneles A y B el átomo de 
nitrógeno del amonio se ha resaltado para identificar su posición en la molécula final. (D) 
La suma de las dos reacciones catalizadas por la glutamina deshidrogenasa y la 
glutamato sintasa tienen como resultado neto la producción de una molécula de 
glutamato a partir de una de 2OG. 	
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dos moléculas de glutamato en la segunda reacción de esta vía, catalizada 
por la glutamato sintasa (GOGAT) (Fig. 1C). El balance de nitrógeno 
final de la suma de las dos reacciones es el mismo que el de la reacción 
catalizada por la glutamato deshidrogenasa: la conversión de una 
molécula de 2-oxoglutarato y otra de amonio en una molécula de 
glutamato (Fig. 1D). 
 La glutamina sintetasa se considera un punto de regulación clave en 
el proceso de asimilación del nitrógeno. En las enterobacterias, y en 
particular en Escherichia coli, esta enzima es un homododecámero de 
~600 kDa de masa molecular formado por dos anillos hexámericos 
enfrentados cara a cara, definiendo doce centros activos entre sus 
subunidades (Gill y Eisenberg, 2001) (Fig. 2). Además de ser inhibida por 
productos derivados del metabolismo de la glutamina como serina, 
alanina, glicina, triptófano, histidina, AMP, CTP, carbamil fosfato y 
glucosamina-6-fosfato, los cuales se unen a los sitios para uno u otro de 
los dos sustratos (Reitzer, 2003), la glutamina sintetasa de E. coli está 
sujeta a regulación por modificación covalente. Cuando aumentan los 
niveles de nitrógeno se produce la adenililación de un residuo de tirosina 
que está conservado en muchas glutamina sintetasas (Shapiro y Stadtman, 
1968). Esta adenililación inhibe la subunidad en que se produce, 
disminuyendo la actividad glutamina sintetasa, lo que deriva el nitrógeno 
a otras vías de asimilación menos costosas energéticamente, como la de la 
glutamato deshidrogenasa. Las glutamina sintetasas se han clasificado en 
dos tipos, α y β, siendo características diferenciales de las formas β, de las 
que la de E. coli es el paradigma, el ser controladas por adenililación y el 
poseer una inserción de 25 aminoácidos respecto a las formas α (Brown y 
cols., 1994). Estas últimas se encuentran en bacterias termófilas, en gram 
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positivas de bajo contenido en G+C y en euriarqueotas, entre las que se 
encuentran las haloarqueas, organismos objeto de parte de este trabajo de 
tesis. 
 En la decada de los años 60, el laboratorio de Earl Stadtman 
descubrió usando GS adenililada e inactiva de E. coli que extractos 
celulares de esta bacteria desadenililaban la proteína, restaurando su 
actividad (revisado en Stadtman, 2001). Identificaron dos fracciones 
proteicas, a las que llamaron PI y PII (de picos I y II de una columna de 
gel filtración), que eran necesarias para que, en presencia de Mn2+, 2OG, 
UTP, ATP y fosfato, se retiraran los grupos adenililo de la proteína. Con el 
tiempo establecieron que la fracción PII estaba compuesta por una única 
proteína trímerica de ~40 kDa que también estaba sujeta a modificación 
covalente (uridililación en el caso de E. coli), y que la fracción PI 
contenía una proteína que podía adenililar y desadenililar a la GS (adenilil 
tranferasa/ATasa) y otra proteína que era capaz de uridililar y desuridililar 
 
Fig. 2. Vistas a través del eje binario y senario de la estructura de glutamina sintetasa 
(GS) de Salmonella typhimurium en complejo con ATP y glutamina (PDB:1FPY, Gill y 
Eisenberg, 2001). Cada subunidad se representa en superficie, con las subunidades de 
uno de los anillos hexaméricos coloreadas en dos tonos de azul y las del otro anillo en 
dos tonos de naranja. Las moléculas de ATP y glutamina se representan como bolas con 
los átomos de carbono, oxígeno, nitrógeno y fósforo coloreados de blanco, rojo, azul o 
naranja, respectivamente. 	
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a PII (uridilil tranferasa/UTasa). Finalmente identificaron dos moleculas 
pequeñas efectoras que a través de PII, ATasa y UTasa controlaban la 
actividad de GS: la glutamina inhibía y el 2-oxoglutarato promovía la 
actividad adenilililante de la ATasa mientras que cada efector hacía lo 
contrario con la capacidad desadenililante del enzima. Por otro lado, la 
glutamina promovía el estado no modificado de PII, mientras que el 2-
oxoglutarato activaba la reacción de uridililación de PII catalizada por la 
UTasa (Fig. 3). Esta cascada se considera el marco de referencia para el 
sistema de regulación de la GS en multitud de microorganismos. 
 Con el tiempo, la labor del grupo de Stadtman y de otros 
laboratorios permitió caracterizar en más detalle los componentes de esta 
cascada de regulación. La uridilil transferasa, codificada por el gen glnD, 
es un monómero de 100 kDa con un dominio uridilil transferasa, un 
dominio desuridililador y dos dominios ACT donde se une la glutamina 
(Jiang y cols., 1998a; Zhang y cols., 2010). Estos dominios se encuentran 
en enzimas reguladas alostéricamente [como las que dan el nombre al 
dominio: aspartoquinasa, corismato mutasa y TyrA (prefenato 
deshidrogenasa)] y se ha propuesto que pueden estar involucrados en la 
unión de aminoácidos (Chipman y cols., 2001). La adenilil transferasa, 
codificada por glnE, también cuenta con un dominio adenililante (AT), 
uno desadenililante (AR) y uno regulador (R), con dos sitios diferentes 
para PII y PII-UMP y un sitio de unión a glutamina (Jiang y cols., 2007b). 
El grupo de David Ollis publicó la estructura del la parte N-terminal de la 
ATasa (que contiene el dominio AR, Xu y cols., 2004) y de la parte C-
terminal (con los dominios R y AT, Xu y cols., 2010). Seguimos sin 
conocer el sitio donde se une la glutamina ni cómo PII puede regular la 
actividad de esta enzima según su estado de modificación post-
Introducción  	 		
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Fig. 3. Esquema de la regulación de la glutamina sintetasa (GS) en E. coli. GS y ATasa 
de GS están coloreadas de color rojizo o verde según se encuentren en estado inactivo 
o activo y desadenililante o adenililante, respectivamente. 
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traduccional. Tampoco tenemos información estructural a día de hoy de 
ninguna parte de la uridilil transferasa, ni de cómo la glutamina controla 
este complejo enzima bifuncional que parece actuar como el primer 
sensor de las concentraciones intracelulares de glutamina en la cascada 
reguladora de la actividad enzimática de la GS. 
 
2 - La proteína PII como regulador del metabolismo del nitrógeno 
 La proteína PII es la mejor caracterizada de las descubiertas en la 
cascada de regulación de glutamina sintetasa de E. coli. Se trata de una 
proteína reguladora con una relevancia que va más allá de la glutamina 
sintetasa. Se encuentra involucrada en procesos de asimilación de 
nitrógeno, transcripción génica y modulación de la actividad de 
numerosas proteínas implicadas en el metabolismo del nitrógeno en 
bacterias, arqueas y plantas. Parece ser la proteína señalizadora más 
ampliamente ditribuida en los seres vivos (Forchhammer, 2004). Su 
secuencia está muy consrvada (Leigh y Dodsworth, 2007). La primera 
proteína PII descrita, de E. coli, es codificada por el gen glnB y su 
expresión no se ve alterada por la riqueza de nitrógeno (van Heeswijk y 
cols., 1993). E. coli tiene otro gen parálogo, glnK, posiblemente generado 
por duplicación génica (Thomas y cols., 2000), que codifica una segunda 
proteína PII. En E. coli glnK es inducible por el factor de transcripción 
del sistema de dos componentes NtrC y forma parte del operón que 
incluye amtB, que codifica para un canal de amonio. La presencia de un 
gen característico para PII precediendo a otro gen característico de un 
canal de amonio se considera un rasgo clave para definir a un gen como 
glnK. No todos los organismos se parecen a E. coli en tener genes glnB y 
glnK. Cuando la proteobacterias tienen un solo gen se suele tratar de 
Introducción  	 		
10 
glnB, mientras que en otras familias de bacterias, y en arqueas es más 
común encontrar uno o varios genes para glnK. Otras proteínas que se 
incluyen dentro de la familia GlnB-GlnK son la que han sido 
denominadas GlnZ en el microorganismo Azospirillum brasilense y GlnJ 
de Rhodospirillum rubrum ya que a nivel de secuencia son muy similares 
a GlnK pero su gen no se encuentra junto al de amtB. Todas estas 
proteínas podrían considerarse representates canónicos del paradigma de 
proteína PII. 
 Estas proteínas PII unen ADP y ATP, y, como se verá aquí, al menos 
en algunas especies también AMP, por lo que son verdaderos sensores de 
la carga energética. También unen 2OG cuando tienen ATP unido. Como 
el 2OG es un compuesto intermedio del ciclo del ácido cítrico y está en 
equilibrio con el glutamato, PII es también un sensor clave del balance 
carbono/nitrógeno de la célula. La unión de estas moléculas señalizadoras 
a PII provoca cambios conformacionales en sus flexibles lazos T, lazos 
que generalmente utiliza para formar complejos proteína-proteína 
(Forchhammer, 2008; Radchenko y Merrick, 2011). Además, PII de E. 
coli se uridilila cuando el nivel de glutamina es bajo, y por tanto la 
modificación covalente de PII es una señal de pobreza de nitrógeno. 
 Además de esta familia de proteínas PII canónicas, existen otras 
proteínas relacionadas con PII, constituyendo con ella una superfamilia 
(la superfamilia PII). Dicha superfamilia incluye a NifI, que regula la 
nitrogenasa de bacterias y arqueas fijadoras de nitrógeno y que tiene la 
peculiaridad de que sus miembros NifI1 y NifI2, a diferencia de GlnK y 
GlnB, forman trímeros híbridos. Otra familia, denominada PII-NG (de 
Nuevo Grupo), incluye proteínas cuyos genes se encuentran aguas abajo 
de genes que codifican para transportadores de Co2+, Zn2+ y/o Cd2+, 
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habiéndoseles atribuido una posible función en la regulación del 
metabolismo de metales (Sant’Anna y cols., 2009). Sin similitud 
detectable de secuencia con GlnK o GlnB, pero claramente relacionada 
con ellas por su similitud estructural, hay que mencionar a CutA, un 
homotrímero típico de PII que carece de lazos T (Kinch y cols., 2002, 
Arnesano y cols., 2003) (Fig. 4A) que está presente en todos los dominios 
de la vida incluidos animales (a diferencia de PII, ausente en los 
animales) y ha sido relacionada con el metabolismo del cobre en bacterias 
o con la acetilcolinesterasa en humanos (Navaratnam y cols., 2000; 
Arnesano y cols., 2003). Un ejemplo de fusión entre superfamilias es 
SA1388 de Staphylococcus aureus, que contiene un dominio PII central y 
dominios flanqueantes de la familia NIF3, que forman un toroide central 
compuesto por 6 dominios NIF3 y trímeros periféricos de PII (Saikatendu 
y cols., 2006; PDB: 3LNL). 
  
3. Estructura y propiedades de PII canónica. 
 Las proteínas PII son homotrímeros de una subunidad de 112 
residuos con una secuencia y estructura tridimensional muy conservada. 
La subunidad exhibe un plegamiento de tipo ferrodoxina, βαββαβ, y tres 
lazos denominados B, T y C (C-terminal) de los que el T es muy largo (18 
residuos) (Fig. 4B,C). De acuerdo con este plegamiento, cada grupo de 
cuatro hebras β forma una hoja β antiparalela sobre la que se sitúan en la 
cara externa (con respecto al eje ternario del trímero) las dos hélices α 
(Fig. 4B,C). Las tres subunidades forman un cuerpo aproximadamente 
hemisférico del que emergen los largos lazos T. En algunas proteínas PII 
los residuos cercanos al lazo C se organizan en pequeñas hebras β que 
continúan la hoja β de la subunidad contigua. Esta continuación de la hoja 
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β, junto a los contactos que se dan entre las diferentes subunidades en el 
sitio de unión de nucleótido, son importantes elementos en el engarce de 
las tres subunidades en el trímero. Las hebras β2 y β3 se encuentran 
conectadas por el lazo T (residuos 37-54) que es la parte más flexible de 
la proteína y, por lo que se sabe (Conroy y cols., 2007; Gruswitz y cols., 
2007; Llácer y cols., 2007; Mizuno y cols., 2007; Llácer y cols., 2010), la 
que se utiliza en la mayoría de complejos con otras proteínas. En este lazo 
se encuentran la Tyr51 que se uridilila en GlnB de E. coli o se adenilila en 
GlnK de Corynebacterium glutamicum (Strösser y cols., 2004), o la Ser49 
que se fosforila en algunas cianobacterias (Forchhammer y Tandeau de 
Marsac, 1994). 
A
B C
Lazo T
Lazo T
Lazo T lazo T 
lazo B 
lazo C 
β1 
α1 
β2 
β3 
β4 
 
Fig. 4. Estructuras de (A) CutA de H. sapiens (PDB:1XK8), y (B y C) GlnK de E. coli 
(PDB:2NUU, Conroy y cols., 2007). (A y B) Vistas con el eje ternario vertical (izquierda) o 
perpendicular al papel (derecha). Las distintas subunidades se han coloreado de azul, 
verde o naranja. (C) Representación en cintas del plegamiento tipo ferrodoxina de una 
subunidad de GlnB de E. coli (PDB:2PII). 
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 Como se ha dicho antes, el trímero de PII tiene tres sitios de unión 
de ATP/ADP. Las estructuras existentes prueban que estos sitios están 
formados entre subunidades, cerca de las hebras β2 y β3, del lazo B y del 
inicio del lazo T. Como comparten el mismo sitio, ADP y ATP compiten 
por unirse al sitio (Xu y cols., 1998; Xu y cols., 2001; Jiang y Ninfa, 
2007). El 2OG se une sinérgicamente con el ATP (Ninfa y Jiang, 2005), 
de modo que en ausencia de ATP no hay unión de 2OG. Aunque en 
general no se observa la estructura del lazo T cuando PII no está unida a 
sus dianas, por las escasas evidencias recogidas en unos pocos ejemplos 
en que este lazo era visible (Cheah y cols., 1994; Fokina y cols., 2010) y 
por evidencias indirectas basadas en unión de PII a sus dianas (Llácer y 
cols., 2007; Llácer y cols. 2010), la unión de estas moléculas a PII 
modifica la conformacion del lazo T. Así, los complejos entre PII y otras 
proteínas puede depender o ser evitado por la presencia de nucleótidos o 
de ATP y 2OG (Radchenko y Merrick, 2011). 
 Unas pocas estructuras de complejos de PII con ATP y 2OG han 
aclarado por qué solo se une el 2OG en presencia de ATP, pues coordina 
el oxígeno cetónico y otro de un carboxilato con el metal del MgATP, 
formando también parte de su esfera hexadentada de coordinación 
(octaedro) el oxígeno de la cadena lateral de la Gln39 (Fokina y cols., 
2010; Truan y cols., 2010; Maier y cols., 2011) (Fig. 5). 
 Un hallazgo reciente aún por corroborar concierne a la existencia de 
una actividad ATPasa de PII (Radchenko y cols., 2013). En las primeras 
preparaciones de PII puro se describió actividad ATPasa que se supuso 
debida a posible contaminación (Jiang y cols., 1998a). Más tarde, cuando 
se cristalizó el complejo GlnK-AmtB, se observó ADP unido en el sitio 
de nucleótido a pesar de que la muestra se había incubado previamente 
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con ATP (Conroy y cols., 2007; Gruswitz y cols., 2007), pero este dato no 
excluía que dicho ADP proviniera de la contaminación de ADP presente 
en las preparaciones de ATP. Solo recientemente se ha propuesto que PII 
tiene una bajísima actividad ATPasa inhibible por Mg2+ y 2OG y 
eliminable por mutaciones de cambio de sentido en la Gln39 (residuo 
necesario para la unión de 2OG, pero no para la del ATP) (Radchenko y 
cols., 2013), lo que ha llevado a los autores de este estudio a concluir que 
dicha ATPasa es una actividad de PII que podría controlar el complejo 
AmtB-GlnK como se había postulado anteriormente (Durand y Merrick, 
2006). Otros autores dudan de la relevancia de la actividad ATPasa y 
demuestran que la incubación de la proteína PII de Synechococcus 
elongatus con ATP no promueve una conformación de los lazos T como 
la que se da en complejo con ADP (Lüddeke y Forchhammer, 2015), 
como cabría esperar si el ATP unido se hidrolizara a ADP. 
 
Gln39 Gln39
Lys58 Lys58
Arg9 Arg92OG 2OG
ATP ATP
 
Fig. 5. Representación estereoscópica de la unión de 2OG a GlnB de S. elongatus 
(Fokina y cols., 2010; PDB:2XUL). Los residuos de proteína y los ligandos se 
representan en modelo de varillas, mientras que el catión Mg2+ está representado como 
una esfera magenta. Los átomos de carbono se han coloreado de blanco o azul claro 
según correspondan a los ligandos o a la proteína. Los átomos de oxígeno, nitrógeno y 
fósforo están coloreados de rojo, azul y naranja, respectivamente. 
 
																																																																																																															Introducción 	
15 
 
4. Modificaciones post-traduccionales de PII 
 Actualmente aún desconocemos cómo las modificaciones post-
traduccionales de PII causan efectos sobre la actividad de PII en sus 
interacciones con otras moléculas, con la excepción del efecto de la 
fosforilación de PII de cianobacterias. Gracias a la estructura del 
complejo de esta proteína PII con la enzima N-acetil-L-glutamato quinasa 
(NAGK) entendemos que el fosfato representa un potente impedimento 
estérico y de carga para la formación del complejo con la enzima (Llácer 
y cols., 2007). La modificación post-traduccional de GlnB por 
uridililación ha sido descrita inicialmente, y se ha estudiado en detalle, en 
E. coli (Atkinson y cols., 1994; Kamberov y cols., 1995; Jiang y cols., 
2007a). En condiciones de pobreza de nitrógeno el enzima bifuncional 
GlnD cataliza la reacción de incorporación de un grupo uridililo a cada 
una de las Tyr51 de los tres lazos T de PII, liberando pirofosfato y agua 
(Atkinson y cols., 1994). La reacción de uridililación se estimula por ATP 
y 2OG (Atkinson y cols., 1994), ambos ligandos de PII y por tanto muy 
posiblemente actuando por susceptibilización del sustrato (PII). Cuando 
los niveles de nitrógeno aumentan, GlnD une glutamina en sus dominios 
ACT y actúa como enzima desuridililante (Zhang y cols., 2010).  
 Las actinobacterias también cuentan con enzimas GlnD, pero, al 
menos en Streptomyces coelicolor y Corynebacterium glutamicum, 
catalizan la adenililación de PII en vez de la uridililación en la Tyr51 del 
lazo T (Hesketh y cols., 2002, Strösser y cols., 2004). La enzima de C. 
glutamicum no cuenta con dominios ACT (Burkovsy, 2007) posiblemente 
debido a que la concentración de glutamina en este organismo es muy alta 
y casi constante (Müller y cols., 2006) por lo que es posible que la 
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actividad de la enzima (adenililante o desadenililante) se rija únicamente 
por la unión de 2OG a PII. 
 Como se ha mencionado, en algunas cianobacterias (Synechococcus 
elongatus y Synechocystis) la modificación post-traduccional es una 
fosforilación en la Ser49 catalizada por una quinasa aún desconocida 
(Forchhammer y Tandeau de Marsac, 1994). Sí se ha identificado PphA, 
la fosfatasa que revierte PII a su estado nativo, y se ha visto que su 
actividad está controlada por 2OG y MgATP (Irmler y Forchhammer, 
2001; Ruppert y cols., 2002).  
 Aunque las proteínas PII de plantas parecen derivar de PII de 
cianobacterias (Challamythu y cols., 2013), la regulación de PII no 
sucede via modificación post-traduccional por GlnD, sino de unión 
directa de glutamina a un sitio constituido por 13-19 residuos 
conservados en la parte C-terminal de PII de plantas llamado lazo Q 
(Chellamuthu y cols., 2014). Este lazo está presente en las proteínas PII 
de todas las plantas pero en la familia de las brasicáceas, a la que 
pertenece Arabidopsis thaliana, se encuentra incompleto y no es 
funcional. La glutamina se une con baja afinidad a este lazo Q, lo que 
provoca cambios que controlan la conformación de los lazos T y el 
complejo con el enzima N-acetil glutamato quinasa (Chellamuthu y cols., 
2014). 
 Además de en algunas cianobacterias y plantas, no parece haber 
modificación post-traduccional de PII en B. subtilis (y posiblemente en 
otros firmicutes; Detsch y Stülke, 2003, Heinrich y cols., 2006), donde no 
se conoce cómo la regulación por PII responde a los niveles de glutamina 
o si lo hace en absoluto. El estado de la modificación post-traduccional de 
PII es también aún muy desconocido en arqueas. Hasta ahora no se ha 
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encontrado un gen homólogo a glnD en las arqueas donde se ha estudiado 
la regulación por PII (Huergo y cols., 2012; Ehlers y cols., 2005). A pesar 
de ello, en las proteínas PII de la arquea Haloferax mediterranei (objeto 
del primer capítulo de resultados) se ha identificado uridililación además 
de otro tipo de modificación post-traduccional de naturaleza aún no 
aclarada (Pedro-Roig y cols., 2013c). Al no haberse identificado en este 
organismo un gen para GlnD (http://www.kegg.jp/kegg-
bin/show_organism?org=hme) la uridililación debe ser catalizada por un 
sistema diferente. 
 Dado que PII forma complejos con otras proteínas utilizando su 
lazo flexible T como zona de interación, la modificación covalente de un 
residuo de este lazo debe suponer cambios relevantes en la capacidad de 
formación de estos complejos por PII. En algunos complejos en que se 
conoce la estructura, la modificación covalente de los residuos de este 
lazo quizá impediría la formación del complejo por choques estéricos, 
como se ha señalado en el caso del complejo cianobacteriano de PII y 
NAGK (Llácer y cols., 2007). Sin embargo, PII modificada 
covalentemente puede formar complejos con otras proteínas, como la 
ATasa de la glutamina sintetasa en E. coli (Jiang y cols., 2007a), el 
regulador transcripcional NifA en Rhodospirillum rubrum (Zhang y cols., 
2000) o el regulador global del nitrógeno de C. glutamicum, AmtR 
(Beckers y cols., 2005). En el primer caso se ha concluido que la ATasa 
tiene dos sitios de unión diferentes para PII y PII-UMP (Jiang y cols., 
2007a). Así la unión de una u otra forma de la proteína dirigiría la 
actividad enzimática de esta proteína bifuncional hacia la adenililación o 
desadenililación de su proteína sustrato (GS). En el segundo caso, solo la 
forma uridililada de PII es capaz de activar la transcripción de los genes 
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nif (entre los que se encuentra la nitrogenasa) mediada por el regulador 
NifA (Zhang y cols., 2000). Finalmente, el represor transcripcional AmtR 
se libera de la unión del DNA por la unión de PII-(AMP)3 y no por la 
forma sin adenililar o parcialmente adenililada de esta proteína 
señalizadora (Beckers y cols., 2005). Esta regulación será descrita con 
membrana
exterior celular
interior celular
NH4+
Arg47
Fig. 6. Estructura del complejo GlnK-AmtB de E. coli (PDB:2NUU, Conroy y cols., 2007). 
AmtB está representado en superficie de color gris y GlnK en modelo de cintas con cada 
subunidad en un color. Una franja ocre representa la membrana celular, con el exterior 
celular arriba y la cara citoplásmica abajo. La zona recuadrada con línea discontinua se 
amplía en el recuadro con línea continua, donde se da un corte a través del canal para 
mostrarlo y para evidenciar que la Arg47 del lazo T de PII impide el paso del amonio por 
el túnel de AmtB. Figura adaptada de Llácer y cols. (2008). 
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más detalle en la sección de esta introdución dedicada a la regulación del 
metabolismo del nitrógeno en C. glutamicum. 
 
5. Algunas dianas de PII y estructuras de los complejos formados  
 Esta sección no pretende ser exhaustiva, sino presentar algunos 
ejemplos de dianas de PII y de estructuras conocidas de los complejos 
formados, como marco de referencia para los datos estructurales 
presentados para PII de H. mediterranei en la sección de resultados. 
 
5.1. AmtB. Una diana principal de GlnK en bacterias y arqueas es el canal 
de amonio AmtB. Cuando los niveles energéticos y de nitrógeno de la 
célula son altos, GlnK bloquea este canal con su lazo T extendido. La 
estructura del complejo de E. coli ha demostrado que un trímero de GlnK 
con ADP en sus tres sitios para nucleótido se une a un trímero de AmtB y 
bloquea con cada Arg47 de sus tres lazos T los tres túneles del trímero de 
AmtB por donde penetraría el amonio (Fig. 6) (Conroy y cols., 2007; 
Gruswitz y cols., 2007). En E. coli, en condiciones de bajos niveles 
intracelulares de nitrógeno, GlnK se encuentra uridililada, lo que quizá 
dificulte estéricamente la entrada del lazo T en los canales de AmtB, o 
bien confiera al lazo T una conformación incompatible con la entrada en 
el túnel, ya que recientemente se ha demostrado que la conformación del 
lazo T que adopta GlnK en complejo con MgATP-2OG también disocia el 
complejo (Radchenko y cols., 2014), aún sin modificación covalente 
alguna. 
 
5.2. Otras dianas de PII en E. coli. Como ya se ha comentado 
previamente, la ATasa controla la actividad de GS por adenililiación de un 
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residuo de tirosina. La ATasa funciona como una enzima bifuncional 
capaz de adenilililar y desadenililar en función de que se encuentre en 
complejo con PII o PII-UMP. Se ha inferido que estas dos formas de PII 
se unen a diferentes sitios y que la unión de glutamina a ATasa controla la 
diferente afinidad por las dos formas de PII (Jiang y cols., 2007a). Hasta 
el momento sólo disponemos de datos estructurales de la adenilil 
transferasa de E. coli con sus dominios por separado (Xu y cols., 2004; 
Xu y cols., 2010), por lo que no conocemos en detalle cómo regula PII la 
ATasa hacía una actividad u otra. 
 PII también controla la expresión génica de glnA, el gen que 
codifica para la glutamina sintetasa, mediante el sistema de dos 
componentes NtrB y NtrC (Jiang y cols., 1998b). NtrB es una 
autoquinasa que se autofosforila en un residuo de histidina y luego 
transfiere el grupo fosforilo a un residuo aspartato del regulador de la 
respuesta NtrC (Sanders y cols., 1992) que en su forma fosforilada activa 
la transcripción de glnA y glnK (entre otros genes). PII se une a NtrB en 
su forma no modificada e inhibe la actividad quinasa de NtrB cuando la 
concentración de 2OG es baja. Cuando la concentración de nitrógeno 
intracelular es baja (entonces la de 2OG es alta), PII se encuentra en su 
forma uridililada que no se une a NtrB, por lo que la actividad quinasa de 
NtrB se ve aumentada y NtrC fosforilada activa la transcripción de glnA 
(Jiang y Ninfa, 2009a,b). 
 
5.3. N-Acetilglutamato quinasa y PipX son dianas de PII en 
cianobacterias. La regulación del metabolismo del nitrógeno por PII está 
especialmente bien caracterizada estructuralmente en cianobacterias, 
donde PII controla dos procesos clave: la acumulación de arginina 
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mediante el control de la enzima N-acetil glutamato quinasa y la 
transcripción génica activada por NtcA (Heinrich y cols., 2004; Espinosa 
y cols., 2007). 
 PII forma un complejo estable con NAGK que activa la enzima y 
disminuye su sensibilidad a ser inhibida por arginina (Heinrich y cols., 
2004). Una alta concentración de 2OG o ADP o la fosforilación de PII es 
capaz de disociar el complejo que sólo se da, por tanto, cuando hay 
riqueza energética y abundancia de nitrógeno (Maheswaran 2004; 
Heinrich y cols., 2004). Este sistema permite producir arginina sin que la 
síntesis se pare por inhibición feed-back por producto final. La estructura 
del complejo cristalino de PII con NAGK de S. elongatus, determinada en 
nuestro laboratorio, muestra dos trímeros que se encuentran a ambos 
lados del anillo formado por el trímero de dímeros (homohexámero) de 
NAGK, haciendo coincidir los ejes ternarios de ambos trímeros de PII y 
de NAGK (Fig. 7) (Llácer y cols., 2007). Cada subunidad de los trímeros 
de PII contacta con una sola subunidad de NAGK y fuerza al hexámero a 
tomar la conformación activa (anillo más estrecho), aumentando además 
el tamaño del sitio para arginina, reduciendo la afinidad de NAGK por su 
inhibidor. Los lazos T de PII, en conformación plegada, se anclan en la 
parte interna del anillo de NAGK. La activación de la biosíntesis de 
arginina por PII mediada por la interacción con NAGK se da también en 
plantas, formándose un complejo con idénticas características al de 
cianobacteria (Mizuno y cols., 2007). 
 En cianobacterias, PII controla también la transcripción de genes 
relacionados con el metabolismo del nitrógeno. Lo hace no a través de un 
sistema de dos componentes, sino influenciando la actividad de NtcA (el 
regulador general de nitrógeno de cianobacterias, factor de transcripción 
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de la familia CRP activable por 2OG) a través de la formación de un 
complejo con una proteína coactivadora de NtcA, PipX (Espinosa y cols., 
2006; Espinosa y cols., 2007). En ausencia de 2OG, PII une PipX entre 
sus lazos T (Llácer y cols., 2010). La estructura del complejo PII-PipX y 
PipX-NtcA muestra que muchos de los contactos de PipX con NtcA y PII 
usan los mismos residuos de PipX, por lo que cuando PII se une a PipX 
evita que esta proteína se una a NtcA. En condiciones de bajo nitrógeno 
intracelular, cuando PII une MgATP-2OG, sus lazos T se abren y dejan a 
PipX libre, por lo que PipX puede unirse a NtcA y activar la transcripción 
génica (Fokina y cols., 2010) (Fig. 8). 
 
5.4. En las plantas, NAGK es diana de PII, y esta última une glutamina. 
Se cree que las proteínas PII de plantas descienden de un ancestro 
cianobacteriano (Chellamuthu y cols., 2013). Aunque codificadas en el 
genoma nuclear, se ubican en el cloroplasto, donde realizan sus funciones 
(Uhrig y cols., 2009; Chellamuthu y cols., 2013). Como en las 
Fig. 7. Vista lateral y frontal de la estructura del complejo NAGK-PII (PDB:2VH5, Llácer y 
cols., 2007). NAGK se muestra en superficie, con sus subunidades en diferentes tonos 
de gris. Los dos trímeros de PII están en modelo de cintas y cada subunidad está 
coloreada de un color diferente. 
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cianobacterias, PII regula la actividad de NAGK, pero no se ha 
identificado en plantas el sistema PII-PipX-NtcA de regulación génica, y 
tampoco se ha identificado en ellas la existencia de la fosforilación de PII 
que está presente en algunas cianobacterias, ni otras formas de 
modificación postraduccionl de PII (Smith y cols., 2004; Uhrig y cols., 
2009).  
PII-PipX PII2OG
PipX-NtcA2OG
Transcripción
NtcA	
[2OG]
nivel de nitrógeno
NtcA2OG
2OG	
Fig. 8. Estructuras de NtcA2OG, PII2OG, el complejo PII-PipX y el complejo PipX-NtcA de 
S. elongatus (PDB: 2XKP, 2XUL, 2XG8, 2XKO, Llácer y cols., 2007; Fokina y cols., 
2010). NtcA y PII se representan en modelo de cintas, coloreadas en rojo y en diferentes 
colores según la subunidad, repectivamente. Se muestra la superficie semitransparente 
de PipX, con su estructura en modelo de cintas dentro. Las moléculas de 2OG se 
muestran como bolas, con los átomos de carbono coloreados de amarillo y los de 
oxígeno de rojo. 
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 Un rasgo funcional importante de las proteínas PII de plantas, 
excluida la familia Brassicaceae (que incluye Arabidopsis thaliana, con 
la que se estableció la estructura del complejo de PII vegetal con NAGK, 
Mizuno y cols., 2007) es la dependencia de glutamina de la unión de PII a 
NAGK. Estudios con la PII de Chlamydomonas reindhatii demostraron 
que una extensión C-terminal conservada, denominada lazo Q, une 
glutamina con baja afinidad (Chellamuthu y cols., 2014). La unión de 
glutamina en este lazo Q es esencial con esta proteína PII para la unión de 
PII a NAGK y para la activación de esta enzima. La estructura del 
complejo entre PII de Chlamydomonas reinhardtii y NAGK de A. 
thaliana muestra cómo la extensión C-terminal se organiza como dos 
pequeñas hélices α conectadas por un pequeño lazo que forman el sitio de 
unión a glutamina. Los residuos de esta extensión forman puentes de 
hidrógeno con residuos del lazo T que provocan que este último se 
organice en la posición flexionada que se requiere para la formación del 
complejo con NAGK. La falta de sensibilidad de PII de A. thaliana a 
glutamina se puede restablecer mutando su lazo Q para mimetizar el de 
Chlamydomonas reinhardtii lo que indica que la incapacidad de PII de A. 
thaliana de unir glutamina se debe exclusivamente a una extensión C-
terminal incompleta (Chellamuthu y cols., 2014). 
 
5.5. Dianas de PII en α-Proteobacteria. Algunas α-proteobacterias cuentan 
con una nitrogenasa capaz de reducir una molécula de dinitrógeno a dos 
de amonio a costa de la hidrólisis de 16 moléculas de ATP (Huergo y 
cols., 2012). Debido a su alto coste energético, esta enzima se encuentra 
muy regulada, tanto a nivel transcripcional como post-transcripcional, 
para evitar que funcione cuando hay amonio disponible en el medio. En 
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Rhodospirillum rubrum y Azospirillum brasilense, la nitrogenasa se 
inactiva por la adición covalente y reversible de ADP-ribosa mediada por 
las enzimas DRAT (dinitrogenasa reductasa ADP-ribosil transferasa) y 
DRAG (dinitrogenasa reductasa glicohidrolasa) (Saari y cols., 1984; Pope 
y cols., 1986; Grunwald y cols., 1995, Zhang y cols., 1997). Cuando hay 
abundancia de nitrógeno, GlnZ (la forma de PII en A. brasilense) forma 
A
B
 
Fig. 9. Complejos de PII en Azospirillum brasilense. (A) El complejo de GlnZ (en color) 
con DraG (en gris) (PDB 3O5T, Rajendran y cols., 2011), visto a lo largo del eje ternario. 
(B) Complejo AmtB-GlnZ-DraG, modelizado a partir del complejo GlnK-AmtB de E. coli 
(PDB:2NUU, Conroy y cols., 2007) y del complejo GlnZ-DraG. AmtB se da en superficie 
coloreada en amarillo y GlnZ y DraG como en (A). Vistas con el eje ternario 
perpendicular (izquierda) o vertical al plano del papel (derecha). 
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un complejo activador con DRAT, lo que lleva a la modificación post-
traduccional inactivante de la nitrogenasa (Huergo y cols., 2006a). En 
condiciones de escasez de nitrógeno, PII-UMP activa a DRAG, que 
hidroliza el enlace entre el ADP-ribosa y la nitrogenasa, activando esta 
última enzima (Huergo y cols., 2006a). Incluso cuando PII se encuentra 
bloqueando el canal de amonio con sus lazos T, puede formar un 
complejo ternario con DRAG, aboliendo su actividad (Huergo y cols., 
2006b). De hecho, la estructura del complejo de PII con DRAG apoya 
esta hipótesis, ya que el trímero de PII une tres monómeros de DRAG por 
sus partes laterales, sin utilizar sus lazos T, que quedan libres para 
completar el complejo ternario con el canal AmtB (Rajendran y cols., 
2011) (Fig. 9). 
 
5.6. El complejo GlnK-TnrA de Bacillus subtilis 
 En las bacterias gram positivas la regulación por nitrógeno parece 
diferir bastante de la de las enterobacterias (ver las revisiones de Amon y 
cols., 2010 y de Leigh y Dodsworth, 2007), particularmente en el caso de 
los Firmicutes, en los que su glutamina sintetasa no es adenililable (es 
decir, es de tipo α) y por tanto, a diferencia de otra de sus grandes 
familias, la de las actinobacterias, no podría ser controlado por el sistema 
de adenililación que en enterobacterias es regulada por PII. En gram 
positivas la glutamina sintetasa es clave para su sistema de asimilación de 
nitrógeno, que en algunas especies es mediado exclusivamente por el 
sistema GS/GOGAT, omnipresente entre los gram-positivos, algunos de 
los cuales carecen de glutamato deshidrogenasa (el caso de la mayoría de 
micobacterias) mientras que hay otros en que su glutamato 
deshidrogenasa es inadecuada para la incorporación de amonio en 
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glutamato por su alto Km para esta fuente de nitrógeno (el caso de 
Bacillus subtilis) (Commichau y cols., 2008).  
 Está mucho más conservada la coexistencia de los genes glnK y 
amtB asociados (Thommas y cols., 2000), de forma similar a como lo 
están en bacterias gram-negativas, habiéndose demostrado claramente en 
algunos gram positivos la funcionalidad inhibitoria de GlnK sobre el 
canal de amonio (Strösser y cols., 2004; Heinrich y cols., 2006). 
 Quizá es B. subtilis el organismo mejor caracterizado entre los gram 
positivos en cuanto a su metabolismo del nitrógeno. GlnR y TnrA regulan 
la transcripción génica relacionada con el metabolismo de nitrógeno. 
GlnR reprime la expresión de la GS y de tnrA, mientras que TnrA activa 
la expresión de glnK y amtB, del operón de la ureasa y de los genes que 
codifican para la nitrato y nitrito reductasa (Sonenshein, 2007). La GS 
tiene un importante papel regulador (Schumacher y cols., 2015) pues en 
situaciones de abundancia de nitrógeno adopta su forma inactiva (sin que 
en ello intervenga adenililación) y forma un complejo con TnrA, 
inactivando a este factor de trancripción. En estas circunstancias actúa 
como chaperona de GlnR, activando a este represor transcripcional que en 
forma libre se encuentra inhibido. 
  GlnK también tiene un importante papel regulador de la 
transcripción en B. subtilis, pues forma un complejo con hasta tres 
dímeros de TnrA, que así no disocian a monómeros (esta disociación se 
favorece por GS) y son activos (Schumacher y cols., 2015). La estructura 
a baja resolución propuesta para el complejo GlnK-TnrA, basada en 
resultados de dispersión de rayos X a bajo ángulo (SAXS), es compatible 
con la estequiometría determinada por titulación mediante calorimetría 
isotérmica (ITC) y con los resultados de experimentos de mutagénesis 
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dirigida que inhiben la formación del complejo (Schumacher y cols., 
2015). En este complejo, PII no utilizaría sus lazos T para unir TnrA y, 
cada dímero del activador sería capaz de unirse a su caja de unión en el 
DNA (Fig. 10). Esta estructura también explicaría la observación de que 
en condiciones de alto nitrógeno GlnK puede formar un complejo con 
AmtB y con TnrA donde sus lazos T están inhibiendo el canal AmtB, a la 
vez que une tres dímeros de TnrA (Heinrichs y cols., 2006).  
  
 
6. - Regulación del metabolismo de nitrógeno en arqueas. 
 Como ya se ha dicho, una parte importante del trabajo que se 
describe aquí tiene que ver con la caracterización estructural de una 
proteína PII de la arquea halofílica Haloferax mediterranei. En esta 
sección y las dos siguientes revisaremos brevemente el metabolismo del 
nitrógeno en el dominio arquea y pondremos en contexto H. mediterranei 
y el papel de PII en dicho dominio y en esta especie, mencionando 
también, por ser relevantes, algunos aspectos conocidos sobre las 
A B
 
Fig. 10. Estructura propuesta de baja resolución de (A) PII en complejo con el factor de 
transcripción TnrA y (B) PII en complejo con TnrA y su operador de DNA. La envoltura 
de SAXS se muestra como bolas blancas, con los modelos de PII (amarillo), TnrA (azul) 
y DNA (en barras) dentro. Figura tomada de Schumacher y cols., (2015). 
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adaptaciones al entorno salino. 
 El metabolismo de nitrógeno en arqueas no está tan bien estudiado 
como el de bacterias, y en lo relativo a PII pocas de ellas se han estudiado 
con el detalle de E. coli o S. elongatus. Cabe destacar que en el filo de las 
Euryarcheota las glutamina sintetasas son del tipo α, no siendo 
controladas por adenililación. Las primeras arqueas en caracterizarse 
desde el punto de vista de la regulación por PII fueron Methanococcus 
maripaludis y Methanococcus jannaschii, ambas muy similares, 
metanógenas y diazótrofas, pero siendo la primera de naturaleza mesófila 
y la segunda hipertermófila. Estos organismos cuentan con dos genes 
glnK, uno glnB y dos amtB y se presupone un papel de GlnK en la 
regulación del canal de amonio AmtB (Leigh y Dodsworth, 2007). 
Además, estos organismos tienen dos genes nifI1 y nifI2, miembros de la 
superfamilia PII que forman heterotrímeros y que en este caso regulan 
directamente la acción de la dinitrogenasa (sin que haya modificación 
covalente mediada por DRAT/DRAG como en las α-proteobacteria) 
mediante la formación de un complejo que involucra a los lazos T de NifI 
y que es inhibible por 2OG (Dodsworth y cols., 2005; Dodsworth, 2006). 
 En la arquea metanógena y fijadora de nitrógeno Methanosarzina 
mazei se ha descrito regulación de la GS por interacción directa entre PII 
y GS (Ehlers y cols., 2005). En este organismo, una de sus dos proteínas 
GlnK, GlnK1, forma un complejo con GlnA1 (una de sus dos GS) que 
inhibe la actividad de esta enzima. Aunque este complejo se forma en 
presencia o ausencia de 2OG, si está 2OG presente la actividad de la GS 
no se inhibe por la unión de GlnK1 (Ehlers y cols., 2005). 
 Los factores de transcripción Nrp reprimen la transcripción de los 
genes relacionados con el metabolismo del nitrógeno en M. mazei y M. 
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maripaludis (Cohen-Kupiec y cols., 1997). El 2OG actúa impidiendo su 
unión al DNA y, permitiendo así la expresión génica cuando los niveles 
de nitrógeno son bajos (Lie y cols., 2005). En M. mazei, NrpI controla 
hasta 27 genes, incluidos glnK, glnA y nifH (que codifica la nitrogenasa) 
(Weidenbach y cols., 2008). 
 A nivel estructural, el grupo de la Dra. Susana Andrade ha 
determinado la estructura de las tres proteínas GlnK de la arquea 
hipertermófila Archaeoglobus fulgidus (Helfman y cols., 2010; Litz y 
cols., 201; Maier y cols., 2011), revelando que tienen la estructura típica 
de las proteínas GlnK y que conservan sus propiedades de unión de 
ligandos (a excepción de GlnK2, que no une 2OG). Por otro lado, el 
complejo inhibitorio entre GlnK1 y AmtB de Methanococcus jannaschii 
se describió gracias a experimentos de microscopía electrónica al mismo 
tiempo que se resolvieron las estructuras a resolución atómica por 
cristalografía de rayos X (Yildiz y cols., 2007). En el mismo trabajo se 
identificó un sitio de unión de 2OG en el extremo del lazo T, aunque dada 
su poca representatividad en otras proteínas PII, es más probable que se 
trate de un artefacto cristalográfico que de un sitio funcional de unión de 
2OG. 
 
7. La arquea halofílica Haloferax mediterranei. 
 Haloferax mediterranei se aisló en 1983 de las salinas de Santa 
Pola (Alicante) (Rodriguez-Valera y cols., 1983). Pertenece a la familia 
de las haloarqueas extremas y es también termófila, pues crece bien a 
51 ºC, habiéndosela denominado inicialmente Halobacterium 
mediterranei (Rodrígez-Valera y cols., 1983). Esta arquea crece 
óptimamente a una concentración de 2,5 M NaCl (Torreblanca y cols.,
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1986) y utiliza la estrategia de incorporación de sales en su interior 
celular para hacer frente a la elevada presión osmótica del medio 
(Roberts, 2005, Siglioccolo y cols., 2011). Tiene un cromosoma circular 
de 2,9 Mb y tres megaplásmidos de más de 100 kb (López-García y cols., 
1992) que han sido secuenciados (Han y cols., 2012). H. mediterranei 
crece más rápido que otros miembros de la famlia de las haloarqueas y 
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Fig. 11. Esquema del metabolismo del nitrógeno en H. mediterranei. Los transportadores 
están representados sobre la membrana en color ocre, miembras que el interior 
citoplasmático está en violeta. La flecha negra discontinua representa la asimilación de 
nitrito por un transportador aún sin identificar. Las flechas rojas y verdes indican las 
reacciones de asimilación del amonio a bajos o altos niveles de nitrógeno, 
respectivamente. No se han representado las estequiometrías completas de cada 
reacción, estando estas muy simplificadas. 
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existen metodologías adecuadas para la generación de mutantes (Liu y 
cols., 2011) por lo que se ha utilizado como organismo modelo de esta 
familia. Es interesante, desde el punto de vista biotecnológico, que H. 
mediterranei genera a partir de almidón, glucosa y otros sub-productos 
industriales el polímero poli-(3-hidroxibutirato-co-3-hidroxivalerato)   
(PHBV), un plástico biodegradable y biocompatible considerado como 
alternativa a los polímeros sintéticos, siendo esta arquea capaz de 
acumularlo hasta proporciones del 50-60% de la masa de la arquea, lo que 
le proporciona potencialidades biotecnológicas (Lillo y Rodriguez-
Valera., 1990; Koller y cols., 2007).  
  Con respecto al metabolismo del nitrógeno, H. mediterranei puede 
usar nitrato, nitrito o amonio como fuentes inorgánicas de nitrógeno. El 
nitrato del medio se toma por el transportador de alta afinidad NasB, y se 
reduce a nitrito por la nitrato reductasa dependiente de ferredoxina, Fd-
Nas (Lledó y cols., 2005). El nitrito se reduce directamente a amonio por 
la nitrito reductasa dependiente de ferredoxina (Fd-NiR), y se incorpora a 
los esqueletos de la glutamina o el glutamato por la acción de la 
glutamato deshidrogenasa (en abundancia de nitrógeno) o por el ciclo 
GS-GOGAT (en condiciones de pobreza de nitrógeno) (Bonete y cols., 
2008). H. mediterranei también cuenta con un canal Amt para incorporar 
el amonio directamente desde el medio, canal que es ortólogo de AmtB 
de bacterias (Fig. 11). El amonio reprime la transcripción de los genes 
involucrados en la asimilación de nitrato (Martínez-Espinosa y cols., 
2007) y su ausencia es la principal señal de inducción de asimilación del 
nitrógeno (Esclapez y cols., 2015). Estos datos concuerdan con el uso 
preferencial del amonio sobre el nitrato o el nitrito por H. mediterranei 
como fuente de nitrógeno (Bonete y cols., 2008). 
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 H. mediterranei también es capaz de utilizar el nitrato (NO3-) para 
convertirlo en dinitrógeno (N2) en condiciones anóxicas, sucediendo la 
conversión en varios pasos que tienen como intermediarios el nitrito 
(NO2-), el óxido nítrico (NO) y el óxido nitroso (N2O), expulsando el N2 
al medio en un proceso de denitrificación. 
 A pesar de que este organismo es capaz de crecer a partir de nitrito, 
se desconocen aún los genes que puedan estar involucrados en la 
incorporación de este compuesto desde el medio. En la base de datos 
HaloLex el gen nasB de H. mediterranei está clasificado como un posible 
transportador para nitrito, además de serlo para nitrato (ver 
http://halolex.mpg.de/public/GetDetails?strain=Haloferax_mediterranei.A
TCC_33500.public_MPIB&orfid=HFX_2003), pero no se ha identificado 
por homología con otros genes bacterianos un transportador o 
antiportador específico de nitrito. 
 
8. Papel de PII en Haloferax mediterranei. 
 En el genoma de H. mediterranei hay dos genes glnK aguas abajo 
de dos genes amtB que codifican para canales de amonio y de tres genes 
que codifican para GS, siendo GS3 la responsable de la actividad GS in 
vivo (Pedro-Roig y cols., 2013a). Como en el resto de arqueas, no se han 
encontrado en H. mediterranei genes que codifiquen potencialmente para 
la adenilil transferasa de GS ni homólogos de glnD. La GS3 se inhibe por 
AMP y glutamina, habiéndose descrito in vitro la activación de la GS3 
por interacción directa tanto con GlnK1 como con GlnK2 en presencia de 
2OG (Pedro-Roig y cols., 2013a), quedando por establecer de forma 
rigurosa la estequiometría precisa del complejo (en H. mediterranei GS3 
parece ser un dodecámero), y careciendo de información sobre la 
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topografía de las zonas de interacción en ambas proteínas PII y GS3, ni el 
mecanismo físico de la activación de GS3. 
 En condiciones de abundancia de amonio, GlnK1 y GlnK2 también 
interaccionan con las proteínas AmtB de H. mediterranei (Pedro-Roig y 
cols., 2013b). Ambos genes glnK, así como amtB, se transcriben cuando 
las células crecen en nitrato, mientras que en amonio sólo está presente el 
tránscrito de glnK1. De acuerdo con estudios con cepas mutantes en 
ambas glnK, esta inhibición de la transcripción no depende de GlnK 
(Pedro-Roig y cols., 2013b) pero aún se desconocen las proteínas 
involucradas en la regulación transcripcional del operón amtB-glnK. 
 También se ha estudiado la regulación post-traduccional de GlnK1 
y GlnK2 en células crecidas en ausencia de una fuente de nitrógeno. Se 
identificó la modificación por uridililación de ambas proteínas, aunque no 
se encontró ningún homólogo a glnD en el genoma de H. mediterranei 
(Pedro-Roig y cols., 2013c). Al contrario que en bacterias, en ausencia de 
nitrógeno las formas no uridililadas coexisten con las formas uridililadas. 
Además de la uridililación, GlnK1 experimenta un tipo de modificación 
covalente aún no caracterizada químicamente pero que se sabe disminuye 
el pI de la proteína. 
 
9. Estrategias de adaptación a la salinidad elevada. 
 La forma casi universal de adaptación a la salinidad consiste en 
equilibrar las presiones osmóticas del citosol con la del entorno para 
mantener la turgencia y el volumen celular. Esta adaptación en general 
presenta dos estrategias alternativas. La estrategia utilizada por la 
mayoria de bacterias y eucariotas halófilos, llamada estrategia de los 
osmolitos se basa en producir grandes concentraciones de pequeñas 
																																																																																																															Introducción 	
35 
moléculas orgánicas que se acumulan intracelularmente (Mevarech, 
2000). Estas moléculas no impiden el funcionamiento normal de la célula, 
por lo que se conocen como osmolitos compatibles (Roberts, 2005). La 
segunda estrategia, conocida como del salado ("salt-in" en inglés), 
generalmente usada por las haloarqueas, consiste en la incorporación 
intracelular de elevadas concentraciones de iones Cl- y K+, de hasta 3-5 M 
(Oren, 2002). Tal concentración de sales consume agua libre, que así 
queda restringida como hidratante de las proteínas celulares, lo que fuerza 
a desarrollar adaptaciones proteicas que prevengan la precipitación de las 
proteínas (Oren y cols., 2002), fuertemente propiciada no sólo por la 
deshidratación sino también por el incremento en la fuerza de las 
interacciones hidrofóbicas y por el apantallamiento de las interacciones 
electrostáticas por el entorno salino (Reed, 2013).   
 La principal adaptación de las proteínas en un entorno salinizado 
intracelular como es el caso en H. mediterranei son cambios en la 
secuencia con respecto a las proteínas ortólogas de organismos que no 
viven en entornos salinos. Así, los residuos ácidos se encuentran mucho 
más representados (Lanyi, 1974; Madern y cols., 1995), lo que algunos 
autores ven relacionado con una mayor capacidad de unir moléculas de 
agua en la superficie de la proteína, para así conseguir una capa de 
hidratación en un entorno pobre en agua libre (Madern y cols., 2000, 
Kastrtis y cols., 2007). Se han descrito estructuras de agua ordenadas en 
la superficie de proteínas halofílicas y relacionadas con la presencia de 
residuos ácidos en la superficie (Britton y cols., 2006). Otros autores 
discrepan de que exista una fuerte capa de hidratación alrededor de las 
proteínas debido a una abundancia de residuos ácidos en la superficie y 
argumentan que las dinámicas de hidratación son las mismas en proteínas 
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con bajo o alto contenido de residuos ácidos superficiales (Qvist y cols., 
2012). Relacionado con este aumento de residuos ácidos, se encuentra el 
hecho de que en los proteomas de organismos halofílicos hay muchas 
menos lisinas que en los no halofílicos y que el cambio Lys→Asp es el 
que se da con más frecuencia (Paul y cols., 2008). 
 Los residuos apolares también ven afectada su representación en la 
secuencia, favoreciéndose entre los residuos de este tipo los pequeños 
sobre los grandes (Zhang y cols., 2013). Un análisis de las estructuras de 
15 proteínas halófilas detectó que los contactos hidrofóbicos en el núcleo 
interior proteico son menos extensos que en los ortólogos no halófilos, 
compensando así el aumento en la fuerza de las interacciones 
hidrofóbicas en medios con alta concentración de iones (Siglioccolo y 
cols., 2011). Finalmente, se ha descrito en algunas proteínas halófilas la 
existencia de inserciones fuertemente cargadas de residuos ácidos (Evilia 
y Hou, 2006; Taupin y cols., 1997; Marg y cols., 2005), las cuales 
podrían también mejorar la flexibilidad de la proteína en el medio salino 
y/o aumentar la superficie de contacto con el solvente. Como se verá en el 
capítulo de resultados, PII de H. mediterranei utiliza todas las estrategias 
señaladas aquí para la adaptación a la elevada salinidad. 
 
10. Metabolismo de nitrógeno en la actinobacteria gram positiva 
Corynebacterium glutamicum. 
 Recordaremos aquí que una parte importante de los resultados de 
este trabajo de tesis se refieren al regulador transcripcional AmtR de la 
actinobacteria gram positiva de alto contenido G+C Corynebacterium 
glutamicum. Por tanto, revisaremos brevemente en esta sección y en las 
dos siguientes la regulación de nitrógeno en esta bacteria, el sistema de 
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regulación por PII en la misma y pondremos en contexto el represor 
transcripcional que ha sido objeto de nuestros estudios estructurales. 
 C. glutamicum se aisló del suelo en Japón, en una búsqueda de 
bacterias productoras de glutamato (Kinoshita y cols., 1957). C. 
glutamicum produce y excreta al medio algunos aminoácidos en 
abundancia, teniendo un importante uso biotecnológico para la 
producción industrial de L-glutamato y L-lisina, producción que alcanzó 
en 2013, respectivamente, 2,9 y 1,9 millones de toneladas (Ajinomoto 
Inc, 2013a; Ajinomoto Inc, 2013b). Produce además otros aminoácidos, 
nucléotidos y vitaminas mediante el uso de diferentes cepas, con destino 
principal en la industria alimentaria (Hermann, 2003). A diferencia de 
otras actinobacterias (filo al que pertenece) como Corynebacterium 
diphtheriae, Mycobacterium tuberculosis y Mycobacterium leprae, C. 
glutamicum no es un microorganismo patógeno. 
 El hecho de que C. glutamicum se utilice para la fabricación 
industrial de aminoácidos confiere particular interés al metabolismo del 
nitrógeno en este microorganismo. C. glutamicum incorpora el nitrógeno 
preferentemente en forma de amonio, aunque también tiene 
transportadores y enzimas para utilizar otras fuentes nitrogenadas, como 
urea (Beckers y cols., 2004), creatinina (Bendt y cols., 2004), glutamato 
(Trötschel y cols., 2003, Kronemeyer y cols., 1995) o glutamina (Siewe y 
cols., 1995). Posee dos genes que codifican para canales de amonio, amtA 
y amtB, de los que el segundo se ubica en el genoma junto a glnK. 
Cuando hay abundancia de amonio C. glutamicum usa glutamato 
deshidrogenasa para incorporar el amonio en la molécula de L-glutamato, 
mientras que cuando el amonio es escaso utiliza el sistema más costoso 
basado en GS/GOGAT (Beckers y cols., 2001). 
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 Aunque de forma similar a como sucede en enterobacterias, en 
condiciones de abundancia de amonio GlnK inhibe en C. glutamicum la 
entrada de amonio mediante la formación de un complejo con el canal 
AmtB (pero no con AmtA) (Strösser y cols., 2004), este microorganismo 
presenta la característica regulatoria que no se da en enterobacterias de 
que la fracción de GlnK no unida a AmtB, que es la mayoritaria (del 
orden del 95%), es degradada proteolíticamente a los pocos minutos de 
transferir la bacteria desde un medio pobre a un medio rico en amonio 
(Strösser y cols., 2004). Además, cuando los niveles de nitrógeno son 
bajos, en C. glutamicum la enzima GlnD adenilila GlnK en vez de 
uridililarla (Nolden y cols., 2001MM; Strösser y cols., 2004). Esta forma 
de GlnD tiene dominios N-terminal y C-terminal catalizadores 
respectivos de la modificación y de su reversión, pero sin que tenga los 
dominios ACT que confieren a este enzima su sensibilidad al efector 
glutamina, siendo GlnD de C. glutamicum insensible a este aminoácido 
(Burkovsky, 2007). Dados los altos niveles intracelulares de glutamato y 
glutamina en C. glutamicum y lo poco que varían sus concentraciones 
intracelulares en momentos de riqueza y pobreza de nitrógeno, es posible 
que ninguno de estos aminoácidos sirva como señal de abundancia de 
amonio en C. glutamicum, habiéndose propuesto señalización directa por 
amonio y 2OG en este microorganismo (Nolden y cols., 2001; Müller y 
cols., 2006). 
 
11. PII y el regulador global de nitrógeno AmtR en C. glutamicum 
 La transcripción de genes relacionados con la asimilación de 
nitrógeno está controlada en C. glutamicum por el represor 
transcripcional AmtR (Burkovsky, 2007), identificado en el año 2000 
																																																																																																															Introducción 	
39 
como el factor responsable de la regulación transcripcional de amtB (de 
ahí su nombre) y de los otros dos genes del mismo operón, glnK y glnD 
(Jakoby y cols., 2000). La secuencia de AmtR indica que pertenece a la 
familia TetR de reguladores transcripcionales (Jakoby y cols., 2000). 
Actualmente se conocen en C. glutamicum más de 35 genes que en 
condiciones de riqueza de nitrógeno se reprimen por AmtR (Buchinger y 
cols., 2009). Los genes que muestran mayores diferencias en sus niveles 
de transcripción entre una cepa silvestre y una deficiente en amtR son los 
del sistema de importación de urea (urtABCDE), los que codifican para 
canales de amonio amtA y amtB, para glutamato sintasa (gltBD) y para 
los transportadores de creatinina (Buchinger y cols., 2009). En 
comparación, el gen de la glutamina sintetasa no tiene una regulación tan 
estricta por AmtR, aunque la concentración de glutamina se vio muy 
aumentada en la cepa sin amtR (Buchinger y cols., 2009). Por otro lado, 
tanto la concentración intracelular de glutamato como la secreción de este 
aminoácido producto industrial clave de C. glutamicum disminuyen si se 
elimina amtR (Buchinger y cols., 2009). 
 En los promotores de los genes reprimidos por AmtR se ha 
identificado la secuencia palindrómica imperfecta CTAT-N6-ATAG 
(donde N es cualquier base) a la que se une AmtR en condiciones de 
abundancia de nitrógeno (Beckers y cols., 2005, Hasselt y cols., 2011). 
AmtR no autoregula su transcripción a pesar de tener un motivo de unión 
similar en la secuencia de su promotor, ATCGATACCAAATAG 
(subrayadas las dos secuencias semipalindrómicas laterales) (Jakoby y 
cols., 2000; Hasselt y cols., 2011). Sin embargo, la introducción de una 
base en la secuencia espaciadora de ese pseudomotivo (que aumenta las 
bases espaciadoras de cinco a seis) es suficiente para la unión de AmtR in 
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vivo (Hasselt y cols., 2011). 
 A diferencia de otros miembros de la familia TetR (Cuthbertson y 
Nodwell, 2013), en el caso de AmtR no se ha encontrado una molécula 
señalizadora pequeña que promueva la disociación de AmtR de los 
promotores que regula. El efector de AmtR debería detectar la pobreza de 
nitrógeno. Este hecho ha llevado a examinar el papel de GlnK en esta 
regulación, habiéndose descrito que la proteína GlnK en su forma 
triadenililada forma un complejo con AmtR que imposibilita su unión al 
DNA (Beckers y cols., 2005). Por tanto, parece que la señalización de la 
abundancia de nitrógeno intracelular viene dada por GlnK, a través de su 
estado de modificación post-traduccional y, seguramente, por la unión de 
ligandos relacionados con el metabolismo del nitrógeno como el 2OG. 
Este es uno de los pocos complejos de una proteína PII en el que se 
requiere que sus lazos T se encuentren en su forma modificada post-
traduccionalmente, lo que nos llevó a tratar de aislar este complejo para 
intentar determinar si la adenililación cambia la conformación del lazo T. 
Desgraciadamante hemos sido incapaces de demostrar la formación del 
complejo usando AmtR y PII triadenililada de C. glutamicum (datos no 
presentados), lo que nos ha hecho sospechar la posibilidad de que la 
formación de este complejo requiera de una molécula adicional, aún no 
identificada. Como en estos experimentos hemos obtenido cristales de 
AmtR y determinado la estructura de este importante factor de 
transcripción, libre y unido a DNA, lo que constituye uno de los capítulos 
de la sección de resultados, daremos aquí información introductoria más 
detallada sobre AmtR y sobre la familia a la que pertenece. 
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Fig. 12. Esquema de la regulación propuesta por Burkovski (2007) de la expresión 
génica controlada por AmtR. 
 
12. Contexto estructural en el que se encuadran nuestros estudios de 
AmtR: los reguladores transcripcionales de la familia de TetR. 
 En primer lugar hay que mencionar que AmtR se encuentra 
constantemente, con alto grado de conservación, en corinebacterias 
(Amon y cols., 2010). Se ha comprobado (Brune y cols., 2005) que 
Corynebacterium diphteriae y Corynebacterium efficiens tienen sitios de 
unión de AmtR en los promotores de genes relacionados con el 
metabolismo del amonio y la urea y que, como en C. glutamicum, en 
estos organismos AmtR controla la transcripción de estos genes (Walter y 
cols., 2007). En géneros cercanos filogenéticamente a las corinobacterias, 
como en micobacterias, se encuentran proteínas homólogas a AmtR con 
secuencias próximas a la de esta última, si bien no se ha probado que la 
proteína homóloga a AmtR de Mycobacterium smegmatis tenga una 
función clave en el metabolismo del nitrógeno (Jessberger y cols., 2013; 
Chen y cols., 2013), por lo que la función de estos homólogos de otros 
géneros requiere más investigación experimental. 
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 Como se ha dicho, AmtR se identificó como miembro de la familia 
TetR (Jakoby y cols., 2000) en base a sus similitudes de secuencia con 
TetR. Esta familia tiene uno de los repertorios más amplios de 
reguladores transcripcionales en procariotas, incluyendo algunos con 
funciones muy importantes (Deng y cols., 2013; Ramos y cols., 2005; 
Cuthbertson y Nodwell, 2013). Miembros de esta familia están presentes 
en la mayoría de procariotas, de los que algunos (como Streptomyces 
coelicolor) tienen en su genoma más de cien miembros distintos de la 
familia TetR. El nombre de la familia deriva del primer miembro 
identificado, TetR, factor clave de la resistencia de E. coli a tetraciclina, 
ya que regula la transcripción del gen tetA, que codifica para un canal de 
expulsión de tetraciclina (Hillen y Berens, 1994; Schnappinger y Hillen, 
1996). TetR es un regulador homodimérico de estructura secundaria toda 
alfa, con dos dominios por subunidad, uno N-terminal bien conservado, 
de unión al DNA (abreviado como DNB), con motivo de unión hélice-
giro-hélice (abreviado HTH, de sus siglas en inglés), y otro C-terminal 
mucho más variable, de dimerización y unión de efectores (abreviado 
como dominio LBD) (Yu y cols., 2010). Tras el estudio estructural de 
bastantes miembros de la familia TetR (Yu y cols., 2010) parece que el 
mecanismo básico de regulación descrito para TetR se mantiene en los 
demás miembros de la familia. Así, los estudios con TetR (Orth y cols., 
2010) han probado que sus dos dominios HTH se unen a motivos 
palindrómicos imperfectos del DNA que se exponen en dos vueltas 
sucesivas del surco mayor del DNA y que confieren la especificidad a la 
unión. La unión de tetraciclina en el dominio regulador provoca en TetR 
un cambio conformacional que resulta en cambios de posición de los 
dominios HTH que hacen a TetR inadecuado para la unión al DNA, con 
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lo que se desreprime la transcripción de tetA (lo que lleva a la expulsión 
de la tetraciclina fuera de la célula, haciéndola resistente a tetraciclina) 
(Hinrich y cos., 1994; Orth y cols., 2010). Además de inhibir la 
transcripción de tetA, TetR también regula la expresión de su propio gen 
(Cuthbertson y Nodwell, 2013). Los miembros de la familia TetR regulan 
multitud de procesos celulares, incluidos el metabolismo del carbono, 
nitrógeno, lípidos o aminoácidos (Cuthbertson y Nodwell, 2013). La 
localización del gen para un factor de esta familia puede aportar 
información sobre el tipo de procesos que regula, ya que, al igual que en 
el caso de tetR, los genes para muchos de estos factores se encuentran en 
posiciones cercanas a sus dianas de regulación (Ahn y cols., 2012). 
 A pesar del conocimiento acumulado sobre la familia TetR, quedan 
muchas incógnitas por resolver. Así, muchos miembros de esta familia 
regulan la producción de proteínas de función desconocida, no 
habiéndose aclarado en bastantes casos cuales son sus ligandos efectores. 
Un hecho nuevo de gran significación que describimos aquí es que AmtR 
y muchos otros miembros de esta familia presentan una extensión N-
terminal que precede al DNB y que aquí probamos es clave para la unión 
de AmtR al DNA por un mecanismo atípico para factores de transcripción 
de la familia HTH, ya que se trata de la inserción de un ancla N-terminal 
en el surco menor del DNA que flanquea externamente el surco mayor de 
reconocimiento por la hélice canónica de unión al DNA del motivo HTH. 
En las secciones de Resultados y de Discusión se dará mayor cuenta de 
este hallazgo, solo identificado previamente en otra proteína de la misma 
familia (Le y cols., 2011), en la que dicha unión por un ancla tiene menor  
 impacto funcional que en AmtR. 
 Hay que mencionar que aunque se han determinado las estructuras  
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de muchos miembros de la familia TetR (en muchos casos fruto de 
consorcios de genómica estructural, con depósito de la estructura en el 
PDB, pero sin publicación o comentario alguno), incluída una estructura 
de nuestro grupo (RutR, sensor de uracilo en E. coli; Nguyen Le Minh y 
cols., 2015), sólo en 13 casos se ha determinado la estructura de un 
miembro de la familia unido al DNA, siendo aún menos los casos en que 
Tabla 1. Proteínas de la familia de TetR para las que se conoce la estructura con y sin 
DNA y que han sido depositadas en el Protein DataBank. 
 
Proteína 
 
Naturaleza Organismo Ligando Función 
regulada 
Identificadores 
del PDB 
con 
DNA 
sin 
DNA 
TetR Represor E. coli Tetraciclina Resistencia a 
tetraciclina 
1QPI  2TCT 
HrtR 
 
Represor Lactococcus 
lactis 
Grupo hemo Regulación 
grupo hemo 
3VOK  3VP5 
Ms6564 
Represor Mycobacterium 
smegmatis 
Desconocido Regulador 
global 
4JL3  4JKZ 
DesT Represor Pseudomonas 
aeruginosa 
Oleato/Estearato Regulación de 
relación 
ácidos grasos 
saturados e 
insaturados 
3LSR y 
3LSP 
3LSJ 
PA2196 
  
Represor Pseudomonas 
aeruginosa 
Desconocido Resistencia a 
antibióticos 
4L62  3RD3 
QacR Represor Staphylococcus 
aureus 
Diferentes drogas 
lipídicas 
Resistencia a 
múltiples 
drogas 
1JT0  1JT6 
SimR Represor Streptomyces 
antibioticus 
Simocyclinone 
D8 
Expulsión al 
medio del 
antibiótico 
3ZQL  2Y2Z 
CprB Represor Streptomyces 
coelicolor 
Butirolactona Producción de 
antibióticos 
4PXI  1UI5 
TM1030 Desconocido Thermotoga 
maritima 
Desconocido Desconocida 4I6Z  
 
4I76 
SlmA Unión al 
DNA 
E. coli Proteína FtsZ Oclusión del 
nucleóide 
4GCL,  
4GCK  
3NXC 
SlmA Unión al 
DNA 
Vibrio cholera Proteína FtsZ Oclusión del 
nucleóide 
4GCT  4GFK 
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se conoce la estructura del regulador libre y unido al DNA (11 casos) 
(Tabla 1).  
 En todo caso, la estructura canónica del dominio DNB consta de 
tres hélices, de las que la más N-terminal es la más larga, sirviendo de 
andamiaje para las otras dos, que son las que forman el motivo HTH. La 
hélice 3 es la de unión a DNA, insertándose en el surco mayor del DNA 
que exhibe la mitad de la secuencia específica o caja de unión (Fig. 13). 
Las demás hélices, hasta un total de 9 en la versión canónica de 
plegamiento TetR (Fig. 13), forman el dominio LBD, más variado en 
secuencia y estructura, aunque siempre las hélices 8 y 9 son responsables 
de la mayoría de contactos entre subunidades, formando en el dímero un 
haz de 4 hélices con las mismas hélices de la subunidad vecina (Fig. 13A) 
(Yu y cols., 2010), mientras que las hélices 5-7 forman el denominado 
triángulo central (Fig. 13B), involucrado en la unión del ligando efector, 
aunque ligando y modo de unión del mismo varían fuertemente entre 
diferentes miembros de la familia TetR.  
 Como ya se ha dicho, AmtR, como la mayoría de miembros de la 
familia TetR, es un represor transcripcional. Por tanto, la unión del 
ligando al regulador hace menos favorable la unión del mismo al DNA, 
promoviendo su disociación. Los procesos por los que la unión de ligando 
en el dominio LBD imposibilita una conformación activa del represor 
también difieren entre estas proteínas, por lo que para comprender 
correctamente como funciona cada uno de estos factores es necesario 
estudiar sus detalles estructurales en particular y no generalizar a partir de 
otras estructuras. Precisamente este es uno de los puntos importantes de la 
sección de resultados referida a AmtR, por lo que es allí y en la discusión 
donde se presentará el contexto de conocimiento sobre estos movimientos 
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para otras proteínas de esta familia. Baste decir aquí que la unión del 
ligando pone en marcha movimientos de dominio y/o cambios 
conformacionales que hacen que las hélices de interacción con DNA se 
coloquen en posiciones y a distancias inadecuadas para la unión a dos 
vueltas sucesivas de los surcos mayores del DNA. El detalle de cómo 
pueden ponerse en marcha estos cambios con la unión del ligando es 
cuestión que se discutirá en las secciones de Resultados y de Discusión, 
cuando se focalice sobre los cambios observados en AmtR.  
 
13. Contenido de este trabajo de tesis 
 Una tesis es un proyecto vivo que cambia su curso durante su 
desarrollo, no siempre generando los productos científicos anticipados. 
Este ha sido el caso de nuestro trabajo. Centrado sobre las consecuencias 
α1 
α2 
α3 
α1 
α3 
α4 
α5 
α7 
α8 
α9 
α7 
α1 
α2 
α5 
α6 
α7 
A B
 
Fig. 13. Estructura de Rha06780 de Rhodococcus jostii (PDB:2NX4) que es, según Yu y 
cols., (2010), el miembro de la familia TetR que podría considerarse el mejor pardigma 
de la familia. La proteína se representa con sus hélices como cilindros, con su dominio 
de unión a DNA (abreviado DNB) coloreado en azul y con el dominio regulador y de 
dimerización (abreviado LBD) de color naranja. (A) Vista del dímero. (B) Vista lateral de 
una de las subunidades, con el triángulo formado por las hélices 5-7 esquematizado con 
una línea discontinua verde. 
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estructurales de la modificación covalente por uridililación o 
adenililación de las proteínas de la familia PII, ha incluido un 
considerable trabajo preparativo para generar los reactivos biológicos 
capaces de modificar la proteína, así como un esfuerzo considerable para 
cristalizar la forma uridililada. El esfuerzo se ha realizado con varias 
especies, pero aquí se presenta sólo el resultado del trabajo con GlnB de 
Escherichia coli por ser el paradigma de la familia y porque los 
resultados con proteínas PII de otros organismos (se ha probado, por 
ejemplo, Pseudomonas aeruginosa) tampoco han dado estructuras en que 
la uridililación ordenara el lazo T. La conclusión principal de este trabajo, 
aún por publicar, presentado como tercer capítulo de la sección de 
resultados (los resultados se han ordenado por el orden cronológico de las 
publicaciones producidas) ha sido que la uridililación no parece ordenar 
el lazo T, que sigue invisible en los cristales de la forma uridililada.  
 La idea de que si PII uridililada o adenililada no tiene el lazo T 
intrínsecamente ordenado al menos debería ser posible observarlo 
modificado en complejo con una proteína diana si dicho complejo 
requiere que el lazo T esté modificado nos llevó a considerar dos posibles 
complejos: el complejo de la enzima bifuncional ATasa de E.coli con 
GlnB uridililada, o el de la forma triadenililada de GlnK de C. 
glutamicum con el represor transcripcional AmtR. Abordamos este último 
complejo porque la ATasa ha sido refractaria a su cristalización en forma 
completa (Xu y cols., 2004; Xu y cols., 2010) y porque existía la 
posibilidad de aportar más conocimiento nuevo para el sistema de C. 
glutamicum, para el que parecía existir buena evidencia previa de 
formación del complejo, posiblemente facilitando su formación in vitro y 
cristalización. Además, el regulador transcripcional involucrado en el 
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complejo, AmtR, no había sido caracterizado estructuralmente a pesar de 
su papel central como regulador del nitrógeno en un organismo 
biotecnológicamente clave por su producción de aminoácidos, por lo que 
pensamos que aún en el caso de no tener éxito en la producción de 
cristales del complejo, podríamos aportar información muy valiosa sobre 
la proteína AmtR, como así ha sido. De nuevo, el abordaje del sistema de 
C. glutamicum representó un notable esfuerzo preparativo que no tuvo la 
recompensa de aislar complejo cristalino, aunque sí la ha tenido en cuanto 
que hemos sido capaces de entender plenamente la regulación por AmtR, 
con la excepción de cómo PII triadenililada puede desplazar AmtR de su 
unión con su DNA diana (se dan algunas hipótesis en las secciones de 
Resultados y Discusión). Por razones de espacio no hemos referido los 
experimentos fallidos de preparación in vitro y de cristalización del 
complejo, restringiéndonos a describir los experimentos que han 
permitido determinar la estructura de AmtR sin ligando o unido a su DNA 
diana. Este trabajo ha sido objeto de una publicación en el año 2015 
(Palanca C., y Rubio V. (2016) Structure of AmtR, the global nitrogen 
regulator of Corynebacterium glutamicum, in free and DNA-bound 
forms. FEBS Journal. Volumen 283, páginas 1039-1059) y constituye el 
segundo capítulo de la sección de resultados. 
 Finalmente, la primera parte de los resultados ha sido fruto de una 
colaboración muy fructífera con el grupo de la Dra. María José Bonete, 
de la Universidad de Alicante. Nuestro grupo ha realizado ya 
repetidamente incursiones en el mundo de los extremófilos (Fernández-
Murga y cols., 2004; Marco-Marín y cols., 2005a y 2005b; Ramón-
Maiques y cols., 2000, 2002 y 2006; Uriarte y cols., 1999 y 2001), y la 
descripción por el grupo de la Dra. Bonete de que una PII de una arquea 
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halofílica media sus acciones sobre la glutamina sintetasa por interacción 
directa con esta enzima propiciaron nuestra implicación en este estudio, 
que ha sido principalmente de naturaleza cristalográfica, que ha 
proporcionado información muy detallada sobre el primer sistema de PII 
en una halófila y uno de los pocos sistemas descritos para arqueas, y que 
ha revelado la importancia del AMP como efector de PII. Los resultados 
de este estudio, que, como ya he dicho, configuran la primera sección de 
los resultados, han sido objeto de publicación (Palanca C., Pedro-Roig L., 
Llácer J. L., Camacho M., Bonete M. J. y Rubio V. (2014) The structure 
of a PII signaling protein from a halophilic archaeon reveals novel traits 
and high-salt adaptations. FEBS Journal. Volumen 281, páginas 3299-
3314). 
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A. MATERIALES. 
 Relación no exhaustiva, se dan sobre todo materiales biológicos. 
A.1. DNA genómico  
• De E. coli K12, donado por la Dra. Mª. Eugenia Armengod, del 
Centro de Investigación Príncipe Felipe de Valencia. 
• De Corynebacterium glutamicum ATCC13869, cedido por el 
Prof. Jose Antonio Gil, Área de Microbiología, Departamento de Biología 
Molecular, Universidad de León. 
 
A.2. DNA plasmídico  
• pET22b(+) y pET26b(+) permiten la adición de etiquetas C-
terminales de poli-His y confieren sensibilidades a la ampicilina y la 
kanamicina, respectivamente. Obtenidos de Novagen/Merck Millipore. 
Sus hojas técnicas pueden encontrarse en:   
www.helmholtz-muenchen.de/fileadmin/PEPF/pET_vectors/pET-
22b_map.pdf y www.synthesisgene.com/vector/pET-26b.pdf 
• pLIC-SGC1 (https://www.addgene.org/39187/) permite la 
clonación sin fase de ligación así como la adición de una etiqueta N-
terminal de poli-His y de un sitio para proteasa TEV en el conector a la 
proteína producto. Fue donado por el Dr. Opher Gileadi, del Structural 
Genomics Consortium and Nuffield Department of Medicine, 
Universidad de Oxford, Inglaterra. 
• pET29a-TtgR es un derivado de pET29a(+) (de Novagen) 
plásmido que introduce una etiqueta C-terminal de poli-His y confiere 
resistencia a la kanamicina (www.synthesisgene.com/vector/pET-
29a.pdf). Este plásmido derivado, que codifica para el represor de la 
familia TtgR de Pseudomonas putida con una etiqueta C-terminal de poli-
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histidinas (Fernández-Escamilla y cols., 2015) fue cedido por los Drs. 
Ana María Fernández-Escamilla y Tino Krell, de la Estación 
Experimental del Zaidín, CSIC, Granada.  
• pET22b-SeGlnB es un derivado de pET22b que codifica para PII 
de Synechococcus elongatus PCC7942 sin etiqueta alguna. Fue producido 
previamente en el laboratorio donde he realizado mi trabajo de tesis 
doctoral (Llácer y cols., 2007). 
• pJLA503-glnB es un derivado de pJLA503 (Schauder y cols., 
1987), vector de expresión basado en el gen termosensible del 
bacteriófago lambda cIts857, en el que la expresión sin etiqueta alguna de 
la proteína codificada por el gen clonado en el vector se induce 
aumentando la temperatura a 42 °C. La selección es por resistencia a 
ampicilina. Fue cedido por el laboratorio de Alberto Marina, del IBV-
CSIC, quien a su vez lo recibió de Alexander Ninfa, (Universidad de 
Michigan, EEUU), en cuyo laboratorio se clonó glnB de E. coli en 
pJLA503 (Jiang y cols., 1997a). 
• pEKEX2 es un vector lanzadera que permite la transformación y 
expresión de genes recombinantes en C. glutamicum (Eikmanns y cols., 
1994). Aunque no se describe en detalle su uso aquí, por haber sido los 
resultados negativos para la obtención del complejo de AmtR con GlnK 
de C. glutamicum, clonamos el gen para glnK de este organismo en dicho 
vector, que obtuvimos del Prof. Bernhard Eikmanns (Universidad de 
Ülm, Alemania).  
 
A.3. Desoxioligonucleótidos 
 En las amplificaciones de DNA por PCR utilizamos 
desoxioligonucleótidos sintetizados quimicamente (por Sigma) como 
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cebadores. También utilizamos este tipo de oligonucléotidos con la 
finalidad de secuenciar los genes clonados y de cocristalizar AmtR en 
complejo con DNA. En la Tabla 2 se da el listado de los 
desoxioligonucleótidos utilizados. 
 
Tabla 2. Desoxioligonucleótidos utilizados en este trabajo. ID, identificador. En los 
identificadores, las letras f y r denotan las secuencias de las hebras codificante y 
complementaria, respectivamente. Las partes en cursiva de las secuencias son aquellas 
necesarias para la clonación sin ligasa. Las secuencias subrayadas indican los sitios de 
restricción añadidos para la amplificación por restricción-ligación. 
 
ID Secuencia (5' - 3') Utilizados para 
1f TACTTCCAATCCATGGCAGGAGCAGTGG  Clonación en pLIC de amtR de 
C. glutamicum para producir 
His6-AmtR  1r TATCCACCTTTACTGTTATTTCGCGTCAGCCTG 
2f TACTTCCAATCCATGAATACCCTTCCAGAAC  Clonación de glnD de E. coli en 
pLIC 2r TATCCACCTTTACTGTCACCCTTTATCGTTTGG 
3f TACTTCCAATCCATGAATAATCCAGCCCAG Clonación en pLIC de glnD de 
C. glutamicum  3r TATCCACCTTTACTGTCAGCTACCTGCCAACG 
4f AGGAAGTAGAATTACCATATGGCAGGAGCAGTGG Clonación de amtR de C. 
glutamicum en pET26b(+) para 
producir AmtR-His6 4r TCGTCCGACTGCGCTCTCGAGTTTCGCGTCAGCCTG 
5f AGGAAGTAGAATTACCATATGGCAGGCAAGAATCC Cebador f para producir Δ
2-15 
AmtR-His6 
6f CTTTTTGAAGGAGACGCATATGAAACTCATCACCGCAATTGTC Clonación en pET22b de glnK 
de C. glutamicum  6r CTGACTCGATCGAAAGCTTTTAAAGGGCTGC 
7f GCGCGCGGATCCATGAAACTCATCACCGCAATT Clonación en pEKEX2 de glnK 
de C. glutamicum (Beckers y 
cols., 2005) 7r GCGCGCGAATTCTTAAAGGGCTGCTTCGCCG 
8f TAATACGACTCACTATAGGG Secuencias de iniciador y  
terminador de T7 usadas para 
amplificar/secuenciar insertos 8r CTAGTTATTGCTCAGCGG 
9 GATCGCCAGCTTAGC Secuencia interna de glnD de E. coli usada para secuenciación 
10 ATTATCTATAGATCTATAGATAATGC 
Cristalización del complejo 
AmtR-DNA y cromatografía de 
exclusión molecular 
11f GTTGTCTGGCAGGTGGTTTTC Amplificación sonda para 
EMSA con AmtR (Beckers y 
cols. 2005) 11r CCAGCTCTAACTATAGACCTACAGAAACTAATTTC 
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A.4. Tipos celulares 
• E. coli TOP10 (Invitrogen) y DH5α (Clontech), que son 
deficientes en endonucleasas incluyendo enzimas de restricción y son 
recA-. Se usaron para la obtención de los plásmidos.  
• Las proteínas recombinantes se sobreexpresaron en E. coli 
BL21(DE3) (Novagen), que es una cepa carente de las proteasas Lon y 
OmpT que posee el gen para la RNA polimerasa del bacteriófago T7 bajo 
el control del promotor lacUV5, siendo así inducible por isopropil-β-D-1-
tiogalactopiranósido (IPTG). 
• Aunque no se detallan los resultados en este texto, se usaron 
células de C. glutamicum ATCC13869 (cedidas por el Prof. Jose Antonio 
Gil, Área de Microbiología, Departamento de Biología Molecular, 
Universidad de León) para repetir los ensayos de formación de complejo 
entre GlnK y AmtR siguiendo el protocolo de Beckers y cols. (2005). 
 
A.5. Antibióticos 
 Los antibióticos usados con finalidad selectiva fueron ampicilina 
(0,1 mg/ml) cuando se usaron los plásmidos pET22b, pLIC y pJLA503, y 
kanamicina (50 µg/ml) con pET26, pET29a y pEKEx2. 
 
A.6. Proteínas y enzimas obtenidas fuera del laboratorio 
• El grupo de la Dra. Bonete (Universidad de Alicante) proporcionó  
GlnK2 de H. mediterranei con una etiqueta N-terminal de poli-His 
(Pedro-Roig y cols., 2013a) en solución y como cristales.   
• En las PCR preparativas se utilizó polimerasa Deep Vent (New 
England Biolabs) mientras que en las analíticas se usó una polimerasa de 
menor fidelidad de copia de la casa Biotools (de Thermus sp.). 
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• Los enzimas de restricción usados en los procesos de clonación 
fueron en todos los casos de New England Biolabs. 
• También usamos fosfatasa alcalina, ligasa del fago T4 (ambas de 
Roche), DNA polimerasa del fago T4 y polinucleótido quinasa del fago 
T4 (ambas de New England Biolabs). 
En todos los casos, las enzimas se usaron siguiendo las indicaciones 
recomendadas por el fabricante. 
 
A.7. Aparatos 
• Para la amplificación de DNA utilizamos termocicladores 
Eppendorf Mastercycler y Techne TC-3000. 
• Se usó un espectrofotómetro Nanodrop ND-1000 de Thermo 
Scientific-Nanodrop para medir las concentraciones de DNA, nucleótidos 
de adenina y de proteínas puras, a partir de sus coeficientes de absorción 
a 260 y 280 de los que los de las proteínas se estimaron a partir de sus 
secuencias (Pace y cols., 1995) de acuerdo con el programa ProtParam de 
la base de datos EXPASY (http://web.expasy.org/protparam/). 
• Para la electrotransformación se usó un electroporador Eppendorf 
modelo 2510. 
• Para romper bacterias se utilizó un Sonicador Soniprep 150 de 
MSE-SANYO. 
• Los geles de proteínas en poliacrilamida se prepararon con 
cristales, soportes y cubetas de Bio-Rad (sistema Mini-PROTEAN). 
• En los ensayos de retraso de mobilidad electroforética los geles se 
secaron en un sistema Bio-Rad 583 a 80 ºC acoplado a una bomba de 
vacío HydroTech (trompa de agua eléctrica, también de Bio-Rad) y se 
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revelaron utilizando placas de imagen Fujifilm en un aparato Fujifilm 
FLA-5000. 
• Los espectros de emisión en los ensayos de unión de ácido 
8-anilinonaftaleno-1-sulfónico (ANS) se determinaron en un 
espectrofotofluorímetro Perkin Elmer LS 45 de la Facultad de Biología de 
la universidad de Valencia, proporcionando el acceso y la guía para su 
uso el Prof. Dr. Ismael Mingarro. 
• Las separación cromatográfíca de proteínas se realizó en un 
instrumento ÅKTA FPLC (GE Healthcare) en columnas que habían sido 
previamente cargadas manualmente fuera del cromatógrafo utilizando una 
bomba peristáltica Dynamax RP-1 (Rainin).  
• Para la purificación de proteínas se han utilizado columnas 
preempaquetadas de GE Healthcare de afinidad a níquel (HisTrap HP 1 
ml), de intercambio aniónico (HiTrap Q HP de 5 ml) además de una 
columna de gel filtración Superdex 200 (10/300 Increase; de GE 
Healthcare). 
 
A.8. Sincrotrones 
 Hicimos uso de instalaciones internacionales de luz de sincrotrón 
para someter a difracción de rayos X los cristales obtenidos. Además de 
realizar experimentos en líneas de longitud de onda fija, también 
trabajamos en lineas en las que podía variarse la longitud de onda de los 
rayos X, lo que fue indispensable para determinar las fases para la 
estructura de His6-AmtR marcada con selenometionina usando el método 
de dispersión anómala simple (SAD, ver más adelante). Durante este 
trabajo hemos utilizado los sincrotrones ESRF (Grenoble, Francia), 
Diamond (Oxford, Reino Unido) y ALBA (Barcelona). 
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 Cuando los detectores utilizados en la recogida de datos tenían 
una alta velocidad de refresco (como los Pilatus 6M) se utilizó una 
estrategia de fine-slicing en la que el ángulo de rotación por imagen es 
muy pequeño (del orden de 0,1°). Este tipo de recogida evita el 
solapamiento de las manchas de difracción y dada la tecnología de los 
detectores permite una mejor señal sobre el ruido (Mueller y cols., 2012). 
Cuando se utilizaron otros detectores de tipo CCD (de sus siglas en 
inglés, charge-coupled device) que tienen una tasa de refresco más lenta, 
la rotación del cristal en cada imagen fue la máxima que aún evitara 
solapamientos entre las manchas de difracción (predicho a partir de un 
indexado inicial de 3 imágenes de difracción del cristal). De esta manera 
se consiguió reducir el número de imágenes totales, y por tanto el tiempo 
de recogida de un juego de datos completo. En la Tabla 3 se indican las 
líneas de sincrotrón utilizadas para cada cristal, así como otros detalles de 
la difracción, incluidos los detectores utilizados. 
 
A.9. Servicios utilizados 
• Para obtener los cristales de AmtR y GlnB-UMP se realizaron 
ensayos de cristalización por gota colgante en el servicio de 
cristalogénesis del Instituto de Biomedicina de Valencia - CSIC. Se 
utilizaron placas de 96 posiciones, cada una con un pocillo profundo y 2 o 
3 pocillos más pequeños. En el servicio, un aparato dispensador de 
líquidos Janus (Perkin Elmer) toma las soluciones de cada kit de 
cristalización y las dispensa en los pocillos grandes (solución de 
reservorio). A continuación un aparato HoneyBee X8 mezcla 400 nl del 
reservorio con un volumen equivalente de solución a cristalizar en uno de 
los pocillos más pequeños. Las placas con dos o tres pocillos pequeños 
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permiten probar simultáneamente una misma batería de condiciones con 
dos o tres muestras diferentes. Una vez dispensadas las gotas, las placas 
se sellan con hoja adherente de plástico transparente para evitar la 
evaporación del líquido y promover el equilibrio de vapor entre la 
solución del reservorio y la gota de cristalización 
• Las secuencias de los genes clonados en los plásmidos se 
determinaron por secuenciación convencional de Sanger automatizada en 
el servicio de secuenciación del Instituto de Biomedicina de Valencia-
CSIC o del Instituto de Biología Celular y Molecular de Plantas (UPV-
CSIC). 
• Se usó el servicio de proteómica del Centro de Investigación 
Príncipe Felipe de Valencia para determinar el estado de uridililación de 
la proteína GlnB de E. coli. 
 
	 
     Tabla 3.  Detalles de las difracciones de los cristales presentados en este trabajo. 
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B. MÉTODOS 
B.1. Reacción en cadena de la polimerasa (PCR) 
 En los procesos de clonación se amplificaron los genes por PCR a 
partir de DNA genómico del organismo de interés. La mezcla de reacción 
(50 µl) contenía ~100 ng de DNA genómico molde, 1,2 U de polimerasa 
Deep Vent (New England Biolabs), 0,02 nmoles de cada oligonucleótido 
cebador (directo y reverso), una mezcla de los cuatro desoxinucleótidos 
(0,6 mM de cada uno) y tampón de reacción compuesto por 20 mM Tris-
HCl pH 8,8, 10 mM (NH4)2SO4, 10 mM KCl, 2 mM MgSO4 y 0,1% 
Triton X-100 (concentraciones finales). La reacción se realizó con  
protocolos en los que se realizaron numerosos ciclos de cambio de 
temperatura (generalmente 30) con el fin de desnaturalizar las dobles 
cadenas de DNA (45 segundos a 95 ºC), hibridar los cebadores (45 
segundos a 50 ºC) y amplificar el DNA (1 min por kilobase a 72 ºC). 
Finalizados estos ciclos la muestra se conservaba a 4 ºC en el propio 
termociclador hasta su retirada. Los resultados de la reacción se 
analizaron mediante electroforesis en gel de agarosa al 1% y los 
productos se purificaron con los kits "Ilustra PCR DNA and gel band 
purification kit" (GE Healthcare) o GeneClean (MP Biomedicals) 
siguiendo las instrucciones del fabricante.  
 
B.2. Extracción de DNA plasmídico 
 Para la obtención de DNA plasmídico a pequeña escala (minipreps) 
se usaron cultivos de  noche de 10-20 ml de células transformadas TOP10 
(Invitrogen) o DH5α, usando el kit “Wizard Plus SV Minipreps DNA 
Purificacion System” (Promega) basado en el método de la lisis alcalina. 
El rendimiento final se evaluó mediante la medida de absorbancia a 
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260 nm en el microespectrofotómetro Nanodrop. 
 
B.3. Clonación génica por método independiente de ligasa 
 Para la clonación de los genes amtR de C. glutamicum con una 
etiqueta de poli-His N-terminal (His6-AmtR) y glnD utilizamos un 
método independiente de ligasa con el vector pLIC-SGC1, que permite 
fusionar el gen en 5' con la secuencia codificante para dicha etiqueta de 
seis histidinas (seguidas de un sitio de corte por proteasa TEV). Este 
método se basa en la adición a ambos extremos de la secuencia a clonar, 
mediante amplificación por PCR con oligonucleótidos adecuados, de 
extensiones idénticas a las zonas del vector pLIC-SGC1 que flanquean el 
sitio para el inserto (Stols y cols., 2002). Sus secuencias son tales que en 
los extremos 3' del vector digerido con BseRI y del inserto amplificado 
con los oligonucleótidos híbridos adecuados no se encuentren, 
respectivamente, G o C hasta posiciones bastante internas (unos 15 
nucleótidos). Digerimos el vector con BseRI (New England Biolabs, 
siguiendo indicaciones del fabricante) y a continuación se trató con 15 U 
de DNA polimerasa del fago T4 (New England Biolabs) y 2,5 mM dGTP 
para promover la actividad 3'-exonucleasa de la enzima. La reacción se 
llevó a cabo en una solución que contenía 10 mM Tris-HCl pH 7,9, 
10 mM MgCl2, 5 mM ditiotreitol (DTT), 50 mM NaCl y 0,1 mg/ml de 
seralbúmina bovina (BSA), incubándose en un termociclador durante 30 
min a 22 °C, seguidos de 20 min a 75 °C para desnaturalizar la enzima. El 
gen amplificado se sometió al mismo procedimiento, pero usando dCTP 
en vez de dGTP. Se consiguieron así extremos cohesivos entre vector e 
inserto, de una sola hebra y de 14 bases. A continuación se mezcló 1 µl 
del vector y 2 µl del inserto y se incubó durante 10 min a 25 °C, proceso 
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durante el cual hibridan las secuencias complementarias de las dos 
moléculas con una fuerza suficiente como para utilizar la molécula 
resultante para el paso de transformación (Fig. 14). Esta mezcla se utilizó 
en las transformaciones por choque térmico de células termocompetentes 
de E. coli TOP10 (Invitrogen), que reparan los cortes en la molécula de 
doble cadena resultante. La selección de las células que han incorporado 
el plásmido con el inserto es doble, mediante ampicilina (resistencia 
provista por el plásmido) y sacarosa al 10%, que mata a la células si el 
plásmido no se ha digerido y aún porta el gen sacB, que debería haber 
sido sustituido por el inserto. Este gen codifica una enzima que se excreta 
en Bacilus subtilis y convierte la sacarosa en levanos. Sin embargo, 
cuando este gen se expresa en E. coli se acumulan moléculas de levano en 
el periplasma, lo que acaba produciendo la muerte de celular (Gay y cols., 
1983; Steinmetz y cols., 1983). Las secuencias de los cebadores usados 
para las clonaciones de AmtR de C. glutamicum y de GlnD de E. coli se 
dan en la Tabla 2 con identificadores 1f/1r y 2f/2r, respectivamente. 
Aunque por haber sido negativos, en esta tesis sólo se mencionan 
tangencialmente (primera sección del Capítulo 2 de Resultados) los 
experimentos para tratar de obtener el complejo cristalino entre AmtR y 
PII triadenililado de C. glutamicum, clonamos con esta misma estrategia 
GlnD de C. glutamicum (gen 1020013 en la base de datos génica de 
NCBI www.ncbi.nlm.nih.gov/gene/), utilizando para la clonación los 
cebadores directo y reverso 3f y 3r de la Tabla 2. 
 
B.4. Clonación génica por método dependiente de ligasa 
 En la clonación dependiente de ligasa hemos utilizado el sistema 
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usual de digestión por enzimas de restricción, seguido de ligación entre el 
inserto y el vector con extremos complementarios. Para ello hemos usado 
cebadores que añaden los sitios de restricción deseados a ambos extremos 
de la secuencia del gen de interés. Tras digerir el producto de la 
amplificación (que contiene el inserto a clonar) y el vector plasmídico 
usando los enzimas de restricción apropiados, se purifican inserto y 
vector digeridos (en nuestro caso por un método muy establecido de 
fenolización y precipitación; verlo en Moore y Dowhan, 2002), 
procediéndose luego a la reacción de ligación con ligasa del fago T4. 
Hemos utilizado relaciones molares 1:1 y 1:2 de vector:inserto, así como 
un periodo largo de ligación (24 horas) a 16 °C, antes de proceder a la 
transformación celular. 
Gen de interés
Gen de interés
TACTTCCAATCCATG-------  
GTCATTTCCACCTAT 
PCR
ATGAAGGTTAGG TAC 
TACTTCCAATCC ATG 
-----GTCATTTCCACCTAT 
CAGTAAAGGTGGATA 
oligo directo
oligo reverso
+T4 DNA pol
+T4 dCTP
               C 
C 
sacB ATTCATTTCCACCTATG 
TAAGTAAAGGTGGATAC 
TGGACATGAAGGTTAGGTATT 
ACCTGTACTTCCAATCCATAA 
+ BseRI
ATTCATTTCCACCTATG 
  AGTAAAGGTGGATAC 
TGGACATGAAGGTTAGGTA 
ACCTGTACTTCCAATCCATAA 
+T4 DNA pol
+T4 dGTP
Incubación
Preparación inserto Preparación vector pLIC-SGC1
TACTTCCAATCC ATG Gen de interés
                G 
  AGTAAAGGTGGATAC 
ACCTG C TACTTCCAATCC ATG Gen de interés
GTCATTTCCACCTAT 
  AGTAAAGGTGGATAC 
TGGACATGAAGGTTAGG TA C GTCATTTCCACCTAT                 G 
ACCTG 
TGGACATGAAGGTTAGGTA 
Fig. 14. Esquema del método de clonación independiente de ligasa con el vector pLIC-
SGC1.  
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 Usamos estrategias dependientes de ligasa para producir las formas 
de AmtR con etiqueta C-terminal (AmtR-His6 y Δ2-15AmtR-His6) a partir 
de derivados con insertos adecuados del vector pET26, que permite 
producir una fusión del C-término con dicha etiqueta de His6 (cebadores 
4f y 4r, Tabla 2). Para clonar Δ2-15AmtR-His6 se usó un cebador directo 
(5f, Tabla 2) que causa la deleción de los residuos 2 al 15 de la proteína. 
Aunque no se menciona en este trabajo por negatividad en los resultados 
de aislamiento del complejo, clonamos también glnK de C. glutamicum 
(gen 1020014 en  base de datos génica de NCBI) en el plásmido de 
expresión pET22b (adecuado para expresión en E. coli; cebadores 6f y 6r, 
Tabla 2) o en el pEKEX2 (ver Materiales), que permite la sobreexpresión 
en C. glutamicum (usando los cebadores 7f y 7r para la amplificación del 
gen, Tabla 2; basados en los descritos en Beckers y cols., 2005). 
 
B.5. Transformación, selección de transformantes y aislamiento del 
plásmido para expresión 
 Para aislar los plásmidos con los insertos deseados hemos usado dos 
estrategias de transformación a células productoras del plásmido. Una de 
ellas se aplicó exclusivamente en el proceso hacia la producción de His6-
AmtR y GlnD, y se basó en la transformación por choque térmico de 
células de E. coli TOP10 usando clonación sin ligasa. En la segunda 
estrategia, utilizada para todos los plásmidos producidos en reacciones de 
clonación dependiente de ligasa (los demás presentados en este estudio), 
la célula amplificadora del plásmido fue E. coli DH5α, usando 
transformación mediante electroporación. Este último procedimiento fue 
también el utilizado siempre en las transformaciones a las células finales 
usadas para sobreproducir las proteínas, que generalmente fueron E. coli 
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BL21(DE3). 
 Para la transformación por choque térmico se prepararon células 
competentes TOP10 a partir de 250 ml de cultivo crecido a 18 °C durante 
una noche hasta una OD600 final de 0,6, recogiendo las células por 
centrifugación a 4 ºC, suspendiéndolas en 20 ml de una solución acuosa 
de 7,5% (vol/vol) de dimetilsulfóxido (DMSO) que contenía 10 mM de 
tampón PIPES de pH 6,7, 55 mM MnCl2, 15 mM CaCl2 y 250 mM KCl. 
Alícuotas de 40 µl de esta suspensión celular se incubaron 15 min en 
hielo con el DNA transformante (3 µl), tras lo que el tubo Eppendorff de 
0,5 ml en que se realizaba la transformación se pasó a un baño a 42 °C, 
dejándolo en el mismo durante 45 segundos, terminando esta incubación 
con la devolución de los tubos a un baño de hielo y agua, añadiendo 
100	µl de medio LB completo 1 min tras esta transferencia y pasando 
enseguida los tubos a una estufa a 37 °C, donde permanecieron 1 hora.  
  Para transformar por electroporación, alícuotas de 40 µl de las 
células a transformar, libres de sales (eliminadas en varios ciclos de 
centrifugación-resuspensión en agua), a una concentración final de 2·1011 
células/ml [calculada a partir de la densidad óptica y volumen del cultivo 
original y teniendo en cuenta que 108 células de E. coli tienen una OD600 
de 0,1 en una cubeta de 1 cm de paso (Elbing y Brent, 2002)] en 10% 
(vol/vol) de glicerol se incubaron en hielo 15 min con el DNA (5 µl para 
las transformaciones dependientes de ligasa) y luego se sometieron a un 
choque eléctrico a 1.700 V en una cubeta para electroporación de 1 mm 
de hiato entre los polos, usando el sistema de electroporación de 
Eppendorf (modelo 2510). A continuación se añadieron a la cubeta de 
electroporación 100 µl de medio LB, trasfiriendo el contenido a un tubo 
Eppendorf de 1,5 ml, incubándose la mezcla 1 hora a 37 ºC.  
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 Tras la transformación, las células se sembraron mediante 
dispersión en manto en placas de agar-LB con los antibióticos utilizados 
como marcadores positivos de selección para cada plásmido (ver 
Materiales), continuándose el cultivo a 37 ºC durante 16 horas. Cuando se 
observaron colonias se procedió a su contaje y a comprobar la presencia 
del inserto del tamaño esperado en las colonias transformadas. Para ello 
el molde a amplificar lo proveyó la punta de un palillo estéril con el que 
se había picado una colonia resultante de transformación, y que se 
introdujo y sacó rápidamente, antes de añadir DNA polimerasa, en 25 µl 
de un medio de amplificación por PCR consistente en 2,5 µl del tampón 
provisto por la casa Biotools para su DNA polimerasa de Thermus sp., 
1 U de esta polimerasa, 0,2 mM de cada uno de los cuatro 
desoxinucleótidos, 2 mM de MgCl2, y 0,8 µM de cada uno de los 
cebadores con identificador 8f y 8r (Tabla 2; estos cebadores hibridan con 
el promotor y el terminador del fago T7, los cuales flanquean el inserto 
clonado). Estos cebadores permiten amplificar el inserto en el caso de 
todos los vectores utilizados aquí para clonar genes .  
 Cuando el test anterior dio el resultado esperado, se extrajo el 
plásmido usando la metodología Miniprep descrita en una sección 
anterior y se sometió a secuenciación convencional de Sanger 
automatizada, usando cebadores apropiados (8f, 8r o 9, Tabla 2) para 
corroborar la clonación correcta y la ausencia de mutaciones indeseadas 
en el gen clonado, por comparación con las secuencias depositadas para 
las proteínas correspondientes en las bases de datos Uniprot KB. En el 
caso de amtR de C. glutamicum ATCC13869 encontramos cuatro 
cambios de aminoácido respecto a la secuencia depositada. Estas 
diferencias se dan en el capítulo de resultados. Aunque no se usa en este 
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estudio, mencionaré también que GlnK de C. glutamicum ATCC13869 
presentaba una diferencia a nivel de secuencia de proteína respecto a la de 
ATCC13032 depositada en la base de datos Uniprot KB, siendo este 
cambio Ile76Val. 
 
B.6. Producción de proteínas 
 Para la producción de proteínas recombinantes las células de E. coli 
BL21(DE3) se han transformado con el plásmido de interés utilizando 
electroporación. Estas células han sido modificadas para incorporar en su 
genoma el gen para la potente polimerasa del fago T7 bajo el también 
potente promotor lacUV5. Este último se induce por IPTG, lo que, al 
causar la expresión de la polimerasa T7, permite la expresión de los genes 
controlados por el promotor de T7, que son precisamente los del inserto 
del plásmido transformante.  
 El procedimiento de electroporación y aislamiento de colonias en 
medio sólido fue exactamente como se ha descrito en el apartado anterior 
para las células DH5α en las que se aisló inicialmente el plásmido 
recombinante, utilizando para seleccionar las colonias transformadas la 
sensibilidad a antibióticos conferida por el plásmido. La colonias así 
producidas se conservaron a -80 ºC, crioprotegidas por glicerol al 20%, 
siendo estos glicerinados la fuente utilizada para los cultivos en medio 
líquido usados en la fase de expresión de proteína con finalidad 
preparativa. 
  En el procedimiento estándar, las células crecieron en medio LB 
(generalmente 1 litro) a 37 ºC, con agitación orbital (180 rpm), hasta 
alcanzar una OD600 de 0,6-1, momento en el cual se añadió IPTG para 
inducir la expresión del gen portado en el vector. La mayoría de las 
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proteínas expresadas por mí [GlnB de E. coli, las tres formas de AmtR, 
TtgR de Pseudomonas putida y PII de Synechococcus elongatus 
PCC7942] se producían en elevada cantidad y forma soluble a 1 mM de 
IPTG manteniendo el cultivo 3 horas a 37 ºC tras la administracia del 
inductor. Sin embargo, en el caso de GlnD sólo obtuvimos expresión 
razonable a 0,1 mM de IPTG y usando bajas temperaturas (18 ºC) tras la 
adición del inductor, continuando el cultivo en estas condiciones durante 
una noche. Todas estas variaciones buscan producir la proteína 
lentamente, dando la máxima oportunidad a las chaperonas celulares para 
asisitir al buen plegamiento de la proteína sobreexpresada. Aunque se ha 
omitido en esta memoria de tesis, también produjimos GlnD de C. 
glutamicum, lo que requirió como medida adicional la utilización de 
células de E. coli Rosetta(DE3) (de Novagen), que cuentan con algunos 
tRNA para los codones AGG, AGA, AUA, CUA, CCC, GGA que 
mejoran la expresión en E. coli. 
 Un caso especial lo representó GlnB de E. coli, pues, aunque 
también utilizamos para su expresión células BL21(DE3), el plásmido 
pJLA503 que porta el gen para esta proteína PII cuenta con un promotor 
que se induce al elevar la temperatura a 42 ºC [basado en el gen 
termosensible del bacteriófago lambda cIts857 (Schauder y cols., 1987)]. 
Así, para sobreexpresar GlnB de E. coli, las células BL21(DE3) 
transformadas con pJLA503 se cultivaron a 30 °C hasta una OD600 = 1 y a 
continuación se elevó la temperatura hasta los 42 °C, continuando el 
cultivo a esta temperatura durante 4 horas. 
 Como se verá en resultados, para encontrar las fases cristalográficas 
de AmtR fue preciso utilizar el procedimiento basado en la dispersión 
anómala del selenio, para lo que previamente se sustituyeron las 
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metioninas de la proteína por selenometionina (SeMet). Con esta 
finalidad se cultivaron células BL21(DE3) transformadas con el plásmido 
pLIC-AmtR (que porta el gen para AmtR con etiqueta N-terminal) en 
medio mínimo suplementado con SeMet y con altas concentraciones de 
tres aminoácidos, fenilalanina, lisina y treonina (a 100 mg/l), que inhiben 
la aspartoquinasa, el primer enzima de la ruta de biosíntesis de metionina 
a partir de ácido aspártico (Doublie, 2007). El resto del crecimiento y la 
expresión fue como para la proteína no marcada con SeMet.  
 
B.7. Purificación de las proteínas producidas 
 Terminada la fase de inducción, se separaron las células por 
centrifugación (30 min, 3.200×g). Todos los pasos posteriores se 
realizaron a 0-4 ºC. El sedimento celular de 1 l de cultivo se resuspendió 
en 20 ml de una solución a 4 ºC de 25 mM Hepes-Na pH 7,5, 500 mM 
NaCl, 1 mM DTT, 1 mM EDTA y 1 mM de fluoruro de fenilmetil 
sulfonilo (PMSF). La suspensión, en un tubo de acero inoxidable, se 
sonicó en un sonicador Soniprep 150 de MSE-SANYO, con sonda 
mediana y amplitud de 13 µm, mediante 20 ciclos de 10 s de sonicación 
separados por periodos de 50 s de descanso entre ciclos, refrigerando el 
tubo en todo momento en baño de agua y hielo. El sonicado se centrifugó 
20 min a 35.000×g, utilizando el sobrenadante en los pasos siguientes de 
purificación.  
 Gracias a sus etiquetas de polihistidinas, las proteínas GlnD, AmtR 
(en sus tres versiones, una con etiqueta N-terminal y las otras dos C-
terminales) y TtgR (represor de P. putida de la familia TetR, utilizado 
aquí como control) se purificaron por cromatografía FPLC de afinidad a 
columnas de Ni2+ de 1 ml tipo HisTrap (columnas e instrumento GE 
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Healthcare). El sobrenadante postsonicación se sometió a filtración a 
través de membrana de 0,22 µm de jeringa, de poliéter sulfona, y luego se 
cargó en las columna equilibrada en tampón A (25 mM Hepes-Na pH 7,5, 
500 mM NaCl, 20 mM imidazol) mediante el uso de una bomba 
peristáltica, acoplándose luego la columna cargada a un sistema ÄKTA 
FPLC, donde, tras lavado hasta alcanzar en el efluente una absorbancia 
constante y baja a 280 nm, se inició un gradiente lineal de imidazol (20-
500 mM) de 20 ml. La elución de las proteínas se monitorizó por su 
absorbancia a 280 nm y se recogieron las fracciones de interés. 
 Las proteínas GlnB de E. coli y de S. elongatus carecían de etiqueta 
alguna, por lo que se purificaron por otro procedimiento, detallado a 
continuación. Al extracto centrifugado inicial se le añadió 1% de sulfato 
de estreptomicina (en polvo y gradualmente) con agitación magnética 
constante a 4 ºC, continuando la agitación 30 min, tras lo que se 
centrifugó la mezcla (30 min, 34.000×g) para precipitar el complejo de 
los ácidos nucleicos con la estreptomicina. A continuación, se realizaron 
dos cortes de precipitación con sulfato amónico, al 30 y 50% de 
saturación a 4 ºC (disolución gradual a 4 ºC con agitación constante, y 
luego agitación continuada otros 30 min), con pasos intermedios de 
centrifugación (20 min, 20.000×g), descartando el sedimento obtenido en 
el primer corte. El sedimento obtenido en el segundo corte se disolvió en 
un volumen igual al original de una solución de 50 mM Tris-HCl pH 8, y 
luego se dializó toda la noche frente a 1 litro del mismo tampón, con un 
segundo pase de 2 horas frente a otro litro de solución de diálisis. La 
proteína dializada se cargó mediante bomba peristáltica a una columna de 
intercambio aniónico HiTrap Q HP de 5 ml (GE Heathcare) equilibrada 
en el tampón de la diálisis, conectando luego la columna al AKTA-FPLC. 
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Esta columna retuvo a GlnB. Tras lavado hasta que dejaron de eluirse 
proteínas (monitorizado a 280 nm), se aplicó un gradiente lineal de 100 
ml de NaCl 0-2 M en 50 mM Tris-HCl pH 8, monitorizando la 
absorbancia a 280 nm de eluído y recogiendo fracciones, con control 
manual (interrupción del gradiente y recogida separada de picos 
individualizados). 
 La pureza de las fracciones eluidas se juzgó por electroforesis en 
gel de poliacrilamida en presencia de SDS/mercaptoetanol (SDS-PAGE), 
y tinción de azul coomassie, juntándose las fracciones más puras. Para la 
concentración de las proteínas purificadas y para colocarlas en tampón de 
conservación se usó ultrafiltración centrífuga con filtros de membrana de 
tamaño de poro apropiado para impedir el paso de la proteína interés 
(dispositivos Amicon Ultra de Millipore). La solución de conservación 
para todas las formas de AmtR contenía 25 mM Hepes pH 7,5 y 150 mM 
(NH4)2SO4, y, en la forma marcada con SeMet, 1 mM de DTT y de 
EDTA. En el caso de GlnB de E. coli y de S. elongatus, el tampón final 
fue 50 mM Tris-HCl pH 7,5 y 150 mM NaCl. GlnD de E. coli se 
conservó en 100 mM Hepes pH 7,5, 200 mM NaCl y 1 mM EDTA. 
  
B.8. Uridililación de GlnB de E. coli 
 Se incubó GlnB (0,5 mg/ml; ~14 µM de trímero) con GlnD 
(excepto cuando se indique otra concentración, 1,1 µg/ml, equivalente a 
10 nM) durante 30 min a 37 °C en una solución de 0,1 M Tris-HCl pH 
7,5, 0,1 M NaCl, 2 mM ATP (disódico, neutralizado con KOH), 10 mM 
MgCl2, 2 mM 2-oxoglutarato (sal sódica), 5 mM UTP (neutralizado con 
NaOH) y 1 mM DTT. Las uridililaciones que tuvieron carácter 
preparativo se llevaron a cabo en 2 ml de volumen de reacción. Después 
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de la incubación las muestras se calentaron a 60 °C durante 15 min para 
inactivar GlnD, y, tras centrifugación, la mezcla se concentró a ~10 mg 
de proteína/ml mediante ultrafiltración centrífuga (dispositivos Amicon 
Ultra 5K, de Millipore). El nivel de uridiliación se estimó por el cambio 
en la movilidad electroforética de GlnB en gel de poliacrilamida en 
ausencia de SDS [gel nativo, ver Jiang y cols. (1997b) y más abajo en 
este mismo capítulo y en el capítulo 3 de los Resultados], que permitió 
separar cuatro bandas visibles con tinción de azul Coomassie, 
correspondientes a las formas sin uridililación y con 1, 2 y 3 subunidades 
del trímero de GlnB uridililadas (ver capítulo 3 de Resultados). 
Corroboramos la uridililación mediante espectrometría de masas MALDI-
TOF (ver Materiales). Esta técnica permite determinar la masa molecular 
de la cadena peptídica con un error de pocos daltons, sin fragmentación 
alguna, pero separando las subunidades proteicas (Bodzon-Kulakowska y 
Suder, 2016). Así, en el caso de GlnB permite establecer claramente la 
presencia o ausencia de UMP unido, que va asociado a un aumento 
esperado de 306 Da en la masa de la subunidad de GlnB (12.425 Da en su 
forma no uridililada).  
 
B.9. Cristalización de proteínas 
 En esta sección describiremos primero el procedimiento general, y 
luego se darán detalles para los diferentes critales obtenidos. 
 
Procedimiento general. Para cristalizar las proteínas se utilizó tanto el 
método de gota colgante como el de gota sentada. Ambos métodos se 
caracterizan por un aumento gradual en la concentración de la solución 
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proteíca por disminución del volumen de la gota que contiene la proteína 
al producirse el equilibrio de vapor con la solución de cristalización. Así, 
una solución inicial de proteína se mezcla con una solución de 
cristalización que contiene sustancias precipitantes y que también se 
encuentra en el reservorio conectado con la gota por la fase vapor. Las 
concentraciones de precipitante tienden a equilibrarse gradualmente entre 
la gota y el reservorio por equilibrio de vapor, de manera que el volumen 
de la gota que contiene la proteína disminuye y la concentración de esta 
última, al mismo tiempo, aumenta lentamente (Fig. 15). De esta manera, 
dependiendo del tipo de solución precipitante, contenido de la solución 
proteica original, temperatura y concentración inicial de proteína puede 
darse la cristalización de una proteína. Para mejorar las posibilidades de 
cristalización, utilizamos procedimientos de cribado con numerosas 
soluciones comerciales de cristalización. Los experimentos de gota 
sentada se llevaron a cabo en el servicio de cristalografía del IBV-CSIC, 
utilizando placas de 96 pocillos con hasta tres gotas por condición, 
depositadas por un sistema automatizado de cristalización.  
 Cuando se consiguieron cristales en un primer cribado, se ajustaron 
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Fig. 15. Método de cristalización por difusión de vapor en gota sentada. Se muestra el 
esquema de un experimento de gota sentada donde la solución proteíca se ha mezclado 
a partes iguales con la solución del reservorio, que contiene el precipitante (simbolizado 
con pequeñas x y con la abreviatura ppt). Con el tiempo, el agua de la gota que contiene 
la proteína difunde hacia el reservorio para igualar la concentración de precipitante, de 
esta manera la proteína se concentra poco a poco hasta llegar a un estado de 
supersaturación en el que se pueden formar cristales. Adaptada de McPherson (1999). 
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y variaron ligeramente las concentraciones y pH de cada uno de los 
componentes de la soluciones precipitante y proteica para mejorar el 
tamaño, consistencia y calidad de la difracción de los cristales. Para los 
cristales de AmtR de C. glutamicum y GlnB de E. coli se utilizó el 
método de gota sentada, mientras que para los cristales de GlnK2 de H. 
mediterranei se utilizaron placas de gota colgante. Todos los cristales se 
obtuvieron en una habitación a una temperatura constante de 21 °C. 
 
Cristalización de GlnK2 de H. mediterranei. La proteína, con etiqueta de 
poli-His N-terminal y purificada por cromatografía de afinidad a Ni2+ 
(Pedro-Roig y cols., 2013a), fue proporcionada siempre por el grupo de la 
Dra. Bonete (Universidad de Alicante). Se utilizó en los ensayos de 
cristalización a una concentración de ~5 mg/ml en 20 mM Tris-HCl pH 
8,0, 0,5 M NaCl y 10 mM MgCl2. Los primeros cristales se obtuvieron 
manualmente en el laboratorio de la Dra. Bonete por el método de la gota 
colgante, con y sin adición de ATP 20 mM, en gotas de 1+1 µl de 
solución de proteína y de solución de cristalización. El cristal con ATP 
apareció en la condición 50 del Crystal Screen I de Hampton Research, 
que contiene 0,5 M Li2SO4 y 15% de polietilenglicol (PEG) de masa 
promedio de 8 kDa (PEG 8000). El cristal sin ATP apareció en la 
condición 14 del Crystal Screen II, que contiene 2 M (NH4)2SO4, 0,1 M 
citrato sódico pH 5,6 y 0,2 M tartrato sódico/potásico. Además, 
preparamos los cristales en presencia de 2 mM ADP o 10 mM AMP, 
usando las condiciones de cristalización usadas por la Dra. Bonete para el 
cristal sin nucleótidos.  
 
Cristalización de AmtR libre y en complejo con DNA. Los primeros 
	 																																																															Materiales y métodos 	
77 
cristales de His6-AmtR en su forma libre aparecieron en soluciones con 
0,2 M Li2SO4 y 20% PEG 400. Se mezclaron 0,4 µl de esta solución con 
igual volumen de solución proteica que contenía His6-AmtR a una 
concentración de 6,2 mg/ml en 25 mM Hepes pH 7,5, 150 mM 
(NH4)2SO4 y 1 mM CaCl2. Estos cristales, con forma de paralelepípedo 
elongado (dimensión máxima, ~0,1 mm) aparecieron en unas dos 
semanas. Los cristales de His6-AmtR marcada con SeMet tenían forma 
similar pero aparecieron en una condición con 6% PEG 8000, 0,2 M 
NaCl y 0,1 M fosfato sódico/potásico pH 7,0, en una semana, con la 
proteína (7 mg/ml) en 25 mM Hepes pH 7,5, 150 mM (NH4)2SO4, 1 mM 
EDTA y 1 mM DTT, en gotas de 0,4 µl + 0,4 µl. 
 Para los cristales de AmtR-His6 en complejo con DNA se incubó la 
solución de proteína 120 µM (concentración de dímero, correspondente a 
6 mg de proteína/ml; en 25 mM Hepes pH 7,5, 150 mM (NH4)2SO4) con 
250 µM de un oligonucleótido de 26 bases y autohibridable (identificador 
10, Tabla 2), que contenía un sitio de unión para AmtR. Esta muestra se 
utilizó en los ensayos de cristalización, obteniendo cristales después de 
dos semanas en una condición de cristalización que contenía 0,1 M Hepes 
pH 6,8 y 1,2 M citrato trisódico, en gotas de 0,4 µl de solución proteica y 
0,4 µl de solución de precipitación. Estos cristales tenían forma de cubo 
rectangular y una dimensión máxima de 0,5 mm.  
 
Cristalización de GlnB-UMP3 de E. coli. Para cristalizar GlnB-UMP3 de 
E. coli se utilizó la muestra proveniente de la reacción de uridililación de 
PII (ver más adelante), concentrada a 10 mg/ml. Los primeros cristales 
aparecieron por el método de gota sentada después de mezclar 0,4 µl de la 
solución proteíca y 0,4 µl de la solución A1 del kit Cristal Screening I&II 
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(Hampton Research), que contiene 0,1 M acetato sódico pH 4,6, CaCl2 
20 mM y 30 % de 2-metil-2,4 pentanodiol como precipitante. Se 
formaron cristales de forma piramidal (máxima dimensión, 250 µm) a la 
semana de poner las placas de cristalización. 
 
B.10. Recogida de datos cristalográficos y determinaciones 
estructurales 
Aproximación general. Para mejorar la resolución y reducir el daño de los 
rayos X sobre los cristales, estos se congelaron en nitrógeno líquido 
previamente a su difracción, la cual se llevó a cabo a 100 K. Para evitar la 
formación de cristales de hielo durante la congelación, los cristales, 
suspendidos en láminas finas de líquido formadas dentro de un mini-aro 
de nylon, se pasaron por soluciones basadas en la misma condición de 
cristalización enriquecida en sustancias crioprotectoras (por ejemplo, 
polietilenglicol de bajo peso molecular, glicerol o altas concentraciones 
de sales de litio) antes de sumergirlos en nitrógeno líquido. 
 Los cristales de proteína se usaron para difractar rayos X en los 
sincrotrones de ESRF (Grenoble, Francia), Diamond (Oxford, Reino 
Unido) y ALBA (Barcelona). Se dan en las tablas correspondientes de 
resultados las longitudes de onda de los rayos X utilizados. Tras tantear la 
calidad de la difracción y el grupo espacial con las primeras imágenes, si 
estos eran adecuados se procedió a la recogida de instantáneas en el 
cristal orientado frente al rayo que incide sobre él, girando gradualmente 
su posición en pequeños intervalos mediante un goniómetro motorizado. 
De este modo puede recogerse el número necesario de imágenes de 
difracción mediante rotaciones graduales del cristal, para obtener un 
juego de datos completo de difracción. Estas imágenes se procesaron 
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utilizando los programas iMosflm (Battye y cols., 2011), XDS (Kabsch, 
2010) y Aimless (Evans y Murshudov, 2013) que llevan a cabo el 
indexado, integrado y escalado de las reflexiones recogidas en las 
imágenes. 
 Para obtener los primeros mapas de densidad electrónica es 
necesario obtener las fases cristalográficas. En este trabajo lo hemos 
hecho mediante reemplazo molecular usando Phaser (McCoy y cols., 
2007) y Molrep (Vagin y Teplyakov, 1997) o por el método de la 
dispersión anómala simple (SAD) a partir de la señal de los átomos de 
selenio, utilizando Autosol (Terwilliger y cols., 2009). 
 A partir del primer mapa de densidad electrónica y de un modelo 
inicial, hemos trazado el resto de la proteína en ciclos iterativos usando 
Coot (Emsley y Cowtan, 2004) seguido de afinando del modelo con 
Refmac (Murshudov y cols., 1997) o Phenix Refine (Afonine y cols., 
2012). En este segundo paso, hemos impuesto restricciones a la geometría 
de la molécula y/o añadido información sobre posible simetría no 
cristalográfica de tal manera que los valores estadísticos de calidad R y 
Rfree no se desviaran más de un 5%, además de mantener los valores de 
desviación respecto a la idealidad (rmsd) de ángulos y distancias de 
enlace por debajo de 1,4° y 0,01 Å, respectivamente. Finalmente, cuando 
la resolución de los cristales fue mejor de 1,5 Å se realizó un afinado 
anisotrópico de los factores B (programa Refmac), mientras que en el 
resto de los casos se aplicó un último ciclo de afinado con grupos de TLS 
(de sus siglas en inglés, Translation/Liberation/Screw) identificados con 
el servidor TLS Motion Determination 
(http://skuld.bmsc.washington.edu/~tlsmd/). Este modelo se basa en la 
premisa de que la cadena polipeptídica se puede dividir en grupos o 
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fragmentos que actúan como cuerpos rígidos y a partir de los cuales se 
puede predecir la vibración de cada átomo en ese grupo. La 
estereoquímica de las estructuras se analizó con Rampage (Lovell y cols., 
2003) y reveló buenos valores para todas las estructuras. 
 
Recogida de datos y resolución de GlnK2 de H. mediterranei (hmGlnK2) 
 Los cristales de hmGlnK2 se crioprotegieron antes de congelarlos 
en nitrógeno líquido pasándolos brevemente por una solución igual que la 
de cristalización pero con 25% PEG 400 (cristales sin ligandos o con 
AMP o ADP añadido) o 25% glicerol (cristal con ATP añadido). 
 Los cristales sin ligandos añadidos o con AMP o ADP pertenecían 
al grupo espacial H32 y tenían la misma dimensión de celda unidad. El 
cristal con ATP pertenecía al grupo espacial P3121 y tenía unas 
dimensiones de celda mayores. Las fases para el primer cristal se 
obtuvieron por reemplazo molecular usando la estructura de PII de S. 
elongatus (PDB:2XUL, Fokina y cols., 2010) sin sus lazos T y con sus 
residuos mutados a alaninas. La solución de reemplazo, que consistía en 
una única subunidad, se mejoró y afinó y se utilizó Phenix Refine 
(Afonine y cols., 2012) en un último ciclo de afinado para encontrar y 
afinar con grupos TLS. Las fases del resto de los cristales se obtuvieron 
por reemplazo molecular con Phaser (McCoy y cols., 2007) utilizando el 
modelo a 1,8 Å de resolución de hmGlnK2 sin nucleótidos añadidos. Los 
cristales de hmGlnK2 con AMP y ADP añadidos fueron muy similares a 
los de hmGlnK2 sin ligandos, pero difractaron a mejor resolución (1,45 y 
1,5 Å, respectivamente), por lo que se realizó un último ciclo con 
afinamiento anisotrópico de los factores B en vez de con TLS. 
Finalmente, el reemplazo molecular para el cristal crecido en presencia de 
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ATP reveló un trímero de PII en su unidad asimétrica y se resolvió y 
afinó a una resolución de 2,6 Å. 
 
Recogida de datos y resolución de los cristales de AmtR 
 Los cristales de AmtR se crioprotegieron pasándolos brevemente 
por solución de cristalización enriquecida con 25% de PEG 400. El cristal 
con selenometioninas se utilizó para difractar los rayos X de la línea ID29 
del sincrotrón ESRF que cuenta con longitud de onda ajustable. La 
presencia de átomos de selenio se confirmó con un barrido detectando 
fluorescencia, para la cual se observó el pico cuando los rayos X tenían 
una longitud de onda de 0,9791 Å. Se recogieron 2400 imágenes que 
cubrian 360º del cristal a esa longitud de onda. El cristal pertenecía al 
grupo espacial H3 y se resolvió por SAD utilizando Autosol (Terwilliger 
y cols., 2009), encontrando 8 átomos de selenio que se asignaron a dos 
subunidades de AmtR en la unidad asimétrica. A pesar de la baja 
intensidad de la señal de selenio y de que Autosol asignó incorrectamente 
la secuencia de muchos de los 19 fragmentos que generó en su primer 
modelo, tras numerosos ciclos de trazado (con Coot) y afinado (con  
Refmac), pudimos obtener un modelo a 2,65 Å con buenos valores de 
estadística y geometría. Durante el afinado se aplicaron restricciones de 
simetría no cristalográfica, así como restricciones a los factores B de 
temperatura que se fueron liberando a medida que se avanzaba en el 
afinado. En el último ciclo se aplicó un afinado de los grupos TLS. 
 Una subunidad de este modelo se usó para obtener las fases del 
cristal de His6-AmtR sin DNA (apo) por reemplazo molecular utilizando 
Phaser. Este cristal contenía una única subunidad de AmtR en su unidad 
asimétrica, generando el dímero por simetría cristalográfica y también se 
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mejoró con ciclos iterativos de trazado y refinado hasta una resolución de 
2,25 Å. La estrategia en cuanto a los factores B de temperatura y el 
refinado con TLS fue similar a la del cristal con SeMet. 
 Usamos la misma estrategia de reemplazo molecular para el cristal 
en complejo con DNA, donde además de usar una subunidad de AmtR, 
utilizamos un modelo de una cadena de DNA tomada de la estructura de 
QacR-DNA (con código PDB 1JT0; Miller y cols., 2010) para la 
búsqueda de fases. La solución inicial consistió en dos dímeros de AmtR, 
una doble cadena de DNA y suficiente densidad electrónica para una 
segunda molécula de DNA que añadimos en los sucesivos ciclos de 
trazado. La estructura final se resolvió y afinó a 3 Å de resolución, con 
excelentes valores de estereoquímica (ningún residuo en la zona no 
permitida del mapa de Ramachandran) y un 82% de contenido de 
solvente. Durante los ciclos de afinado se usaron restricciones en los 
factores B de temperatura, restricciones de simetría no cristalográfica así 
como un afinado de los grupos TLS en el último ciclo de afinado. 
 
Recogida de datos y resolución de GlnB-UMP3 de E. coli 
 El cristal de GlnB-UMP3 de E coli se crioprotegió con solución de 
cristalización suplementada con 25% de PEG 400. Se recogieron 20 
imágenes a una resolución de 1,9 Å en el sincrotrón ESRF (Grenoble). 
Las fases se encontraron por reemplazo molecular utilizando Phaser 
(McCoy y cols., 2007) y un modelo de búsqueda consistente en la 
estructura de la subunidad de GlnB no uridililada de E. coli (código PDB 
1PIL; Cheah y cols., 1994). El modelo resultante se mejoró en ciclos 
iterativos de modelado manual con Coot (Emsley y Cowtan, 2004) y 
afinado con Phenix (Afonine y cols., 2012), aplicando afinamiento 
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isotrópico de los factores B y, en el último ciclo, afinado con TLS. El 
modelo final presentó unos valores de R/Rfree de 18,37/22,32 %, con 
buena estereoquímica (ningún residuo en la zona no permitida del mapa 
de Ramachandran). 
 
B.11. Ensayos de unión de nucleótidos a PII 
 Se usaron ensayos de ultrafiltración centrífuga a través de 
membranas de separación nominal de 3 kDa, explotando la absorbancia 
en el ultravioleta de los nucleótidos para establecer sus concentraciones 
en el ultrafiltrado cuando este representa una fracción despreciable del 
volumen total de solución, no alterándose así el equilibrio en la solución 
original. Los dispositivos usados (Nanosep 3K Omega, Pall Life 
Sciences, Ann Arbor, MI, USA), de tamaño de tubo Eppendorff, se 
prelavaron mediante paso por la membrana (10 min a 14.000×g, 
microcentrífuga Eppendorf) de 0,2 ml de la solución apropiada de 
incubación (ver más adelante) sin proteínas ni nucleótidos, a lo que siguió 
otra centrifugación de 2 min de los dispositivos vacíos. Las mezclas de 
0,1 mM (como subunidades) de hmGlnK2 [concentración de proteína 
estimada a partir de la absorbancia en el UV, usando un valor de A2801% 
de 4,63, deducida de la secuencia (Pace y cols., 1995)] o de PII de S. 
elongatus [concentración determinada por conversión de los resultados 
obtenidos mediante la técnica de Bradford (ver más adelante) a un patrón 
absoluto basado en la técnica de biuret (Llácer y cols., 2007)], y 
concentraciones variables del nucleótido apropiado (rango hasta 0,3 mM) 
se incubaron durante 10 minutos a 24 °C en 50 µL de 50 mM Hepes-Na 
pH 7,5 y 0,1 M (PII de S. elongatus) o 0,5 M (hmGlnK2) de NaCl, 
depositándose luego en los dispositivos de ultrafiltración ya lavados, 
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centrifugándose inmediatamente durante 15 s y descartando el primer 
eluido (~2 µL). Tras una segunda centrifugación de 30 s, se recogíó el 
eluido (~5 µL) y se midió su absorbancia en el UV en 2 µl usando un 
microespectrofotómetro Nanodrop, determinando la concentración de 
nucleótido de adenina (ε259 de 15,4·103 M-1 cm-1; Beutler y cols, 1998). 
Esta concentración se comparó con la de los eluidos en un ensayo 
idéntico sin proteína PII para estimar las concentraciones 
correspondientes a nucleótido libre y unido a PII de cada fracción. Los 
datos se ajustaron a un modelo de tres sitios de unión con el programa 
Graphpad Prism (GraphPad Software, San Diego, Ca.). 
 
B.12. Ensayos de unión de AmtR a DNA mediante retardo en gel 
(EMSA) 
 Para estos ensayos se utilizó una sonda de DNA de doble cadena de 
187 pares de bases producida mediante amplificación por PCR de una 
zona de DNA genómico de C. glutamicum correspondiente a las bases de 
-88 a -275 en relación a la primera base del codón de inicio de la 
traducción de amtB. Esta región comprende el promotor del operón amtB-
glnk-glnD y contiene tres cajas canónicas para unión de AmtR. Se dan los 
cebadores usados en la amplificación con DNA polimerasa Deep Vent 
(New England Biolabs) en la Tabla 2 (oligonucleótidos 11f y 11r, 
basados en los de Beckers y cols., 2005). El fragmento amplificado se 
purificó con GeneClean (MP Biomedicals) y se marcó con [γ32P]ATP 
(3000 Ci/mmol, Perkin Elmer) utilizando polinucleótido quinasa del fago 
T4 (PNK) según el protocolo descrito en ‘Current Protocols of Molecular 
Biology’ (Tabor, 2001). Este protocolo consiste en tomar 10 pmoles del 
amplicón purificado (530 µg) e incubarlo durante 45 min a 37 ºC en 
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presencia de 1 µL de ATP marcado radiactivamente, 1 µL de 
polinucleótido quinasa T4 (10 U/µl) y 3 µl de tampón de reacción 
PNK 10× (de New England Biolabs; concentraciones finales de sus 
componentes, 70 mM Tris-HCl pH 7,6, 10 mM MgCl2 y 5 mM DTT) en 
un volumen final de 30 µl. De esta manera la enzima cataliza la adición 
del fosfato γ radiactivo a cada uno de los dos grupos hidroxilo 5' de la 
doble cadena del DNA (provenientes de los oligonucleótidos usados, 
sintetizados químicamente por Sigma). La enzima se inactivó calentando 
la muestra a 75 ºC durante 10 min y a continuación, el ATP y la sonda 
marcada se separaron por gel filtración en una columna de 1 ml de 
Sephadex G-50 equilibrada en tampón TE y corrida con solvente 
mediante gravedad. La fracción eluida que contenía la muestra marcada 
se monitorizó con un contador de centelleo, mientras que el ATP en la 
banda coloreada no salió de la columna. 
 La AmtR-His6 silvestre o en su forma Δ2-15, a la concentración 
indicada (ver Resultados), se incubó 30 min a 21 ºC con la sonda marcada 
(0,27 nM), en 10 µl de una solución de 50 mM Hepes-Na pH 7,5, 3 mM 
MgCl2, 10% glicerol, 1 mM DTT, 50 µg/ml BSA y 0,5 mg/ml de DNA de 
esperma de salmón. La incubación se terminó con la adición de 10 µl de 
tampón de carga de electroforesis (62,5 mM Tris-HCl pH 7,5, 10% 
glicerol y 0,02% azul de bromofenol), aplicándose inmediatamente la 
muestra a un mini-gel vertical de poliacrilamida al 6% preparado y 
corrido en 0,5× TBE (concentraciones a 1×: 100 mM tris, 100 mM 
borato, 2 mM EDTA). La electroforesis se realizó durante 90 min a 100 V 
y 4 °C. Acabada la electroforesis el gel se depositó sobre papel secante de 
2 mm de grosor (de Albet, Alemania) y se envolvió en film transparente 
de PVC alimentario, sometiéndolo durante 1 hora a la acción de secado 
Materiales y métodos  	 		
86 
de un sistema Bio-Rad 583 a 80 ºC acoplado a una bomba de vacío 
HydroTech (trompa de agua eléctrica, también de Bio-Rad). Luego se 
introdujo en un casette a prueba de luz con una placa de imagen de 
Fujifilm, exponiéndose toda la noche, y revelándose luego en un aparato 
Fujifilm FLA-5000. 
 
B.13. Cromatografía de exclusión molecular de AmtR sólo o con 
DNA 
 Los ensayos de gel filtración se llevaron a cabo a temperatura 
ambiente en una columna Superdex 200 (10/300 Increase; de GE 
Healthcare) montada sobre un cromatógrafo FPLC ÄKTA (GE 
Healthcare), bajo flujo continuo de 0,75 ml/min de una solución 25 mM 
Hepes pH 7,5 y 0,2 M NaCl, con monitorización continua de la 
absorbancia a 280 nm. Se usaron proteínas de masa molecular conocida 
(obtenidas de Sigma o Amersham Biosciences; se especifican en 
Resultados) como patrones, usando una representación de la masa 
molecular en escala logarítmica frente al volumen de elución en escala 
lineal. La muestra inyectada, ≤ 0,1 ml, contenía 2,5 nmoles de DNA 
(oligonucleótido 10, Tabla 2) o/y AmtR-His6 (molaridad en términos de 
doble hélice o de dímero de proteína). 
 
B.14. Otras técnicas 
SDS-PAGE  
 La electroforesis de SDS-PAGE, separa las subunidades de las 
proteínas como complejos con dodecil sulfato, sustancia anfipática y 
cargada negativamente que se pega abundantemente y en proporción 
similar por unidad de masa de proteína, independientemente de cual sea 
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la proteína, por lo que hace que todas las moléculas proteicas tengan 
similar relación carga/masa. El segundo elemento de esta técnica es el uso 
de un gel de poliacrilamida de tamaños de poro controlables por 
concentración del polímero y del agente entrecruzante, que permite cribar 
las partículas proteicas por tamaño, avanzando más aprisa las más 
pequeñas. Esta técnica, relativamente simple, se usó para determinar la 
presencia del componente de interés en las purificaciones, identificado 
por la masa de la cadena polipeptídica estimada por comparación de su 
migración con la de patrones de masa conocida. Este método monitoriza 
el grado de pureza en los diferentes pasos de purificación, en las varias 
fracciones cromatográficas y en la preparación final.  
 Realizamos la SDS-PAGE de acuerdo con la técnica de Laemmli 
(Laemmli, 1970), que utiliza un gel separador de poliacrilamida que en 
nuestro caso se había polimerizado a partir de una relación 
acrilamida/bisacrilamida de 37,5:1 y que utilizamos en un rango entre  
8% de acrilamida para la proteína GlnD y 15% para PII. Este gel contiene 
Tris-HCl 375 mM pH 8,8 y 0,1% de SDS. Sobre el separador se apila un 
gel menor, concentrador, que siempre hemos utilizado con una 
concentración de 4% de acrilamida, y que contiene tampón 125 mM Tris-
HCl pH 6,8 y 0,1% de SDS. La solución de la cubeta es la misma para 
ánodo y cátodo, conteniendo 25 mM Tris, 200 mM glicina, 2% SDS. Las 
soluciones a analizar se combinaron con 1/4 de volumen de tampón de 
313 mM Tris-HCl pH 6,8, 10% SDS, 15% β-mercaptoetanol, 0,02% azul 
de bromofenol y glicerol al 43,8%, calentándose a 100 °C durante 5 min. 
La electroforesis se realizó en láminas de 6,5 cm de altura (gel separador) 
y 1 mm de grosor, en el sistema Mini-Protean-Plus de Bio-Rad, a 200V 
hasta que el azul de bromofenol llegara al final del gel. Los geles se 
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tiñeron 50 min en una solución de azul Coomassie R-250 al 0,1 % en una 
solución de ácido acético 9,1 % y etanol al 31,2 % y se destiñeron en 10% 
de acético y etanol, conservándose en 7,5% de acético. 
 
Electroforesis nativa 
 Utilizamos electroforesis en condiciones no desnaturalizantes ni 
reductoras para medir el nivel de uridililación de GlnB incubado con 
GlnD. Las muestras de reacción se mezclaron a partes iguales (3,5 µl + 
3,5 µl) con tampón de carga no desnaturalizante (62,5 mM Tris-HCl pH 
7,5, 20% glicerol y 0,02% azul de bromofenol) y se aplicaron a geles de 4 
% (concentrador) y 8% (separador) de poliacrilamida idénticos a los de 
SDS-PAGE excepto por la ausencia de SDS. También el tampón de la 
cubeta fue idéntico al de SDS-PAGE pero sin detergente ni agente 
reductor. La electroforesis se realizó a 4 °C y 100 V (2-3 horas). La 
visualización de las bandas mediante azul Coomassie fue como en SDS-
PAGE.  
 
Determinación de fluorescencia inducida por la unión de ANS 
 Se mezclaron 50 µM de ácido 8-anilinonaftaleno-1-sulfónico (ANS) 
con 0,5 µM de AmtR-His6 o TtgR-His6 (molaridades expresadas como 
dímeros; masas moleculares de los dímeros de uno y otro, 54 kDa y 47,7 
kDa, respectivamente), en una solución de 50 mM Tris-HCl pH 7,5 y 100 
mM NaCl, determinando el espectro de emisión de fluoresencia en un 
espectrofotofluorímetro Perkin Elmer LS 45 usando una longitud de onda 
de excitación de 340 nm. Se realizaron medidas en soluciones control sin 
ANS o sin proteína.  
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Determinación de proteína 
 Normalmente se usó el método de Bradford (Bradford, 1976) 
basado en el cambio de color del azul Coomassie G-250 al unirse a la 
proteína, usando seroalbúmina bovina (BSA) como patrón externo. Para 
ello se utilizó un reactivo comercial (Bio-Rad protein assay). Para los 
ensayos de unión de nucléotido, hmGlnK2 se cuantificó a partir de su 
absorción a 280 nm utilizando su coeficiente calculado a partir de 
secuencia (A2801% de 4,63) (Pace y cols., 1995). 
 
Servidores y programas utilizados en el análisis estructural  
 Las figuras de las estructuras proteicas se han realizado con Pymol 
(http://www.pymol.org). El análisis de superficies expuestas y de la 
polaridad de las superficies en las estructuras proteicas se realizó con el 
programa Getarea (Fraczkiewicz y Werner, 1998), para una sonda 
esférica de 1,4 Å de radio. El análisis de los movimientos como cuerpos 
rígidos de dominios y subdominios se ha realizado con DynDom 
(Hayward y Lee, 2002). La geometría de las hélices se ha caracterizado 
con Helanal plus (Kumar y Bansal, 2012). Los parámetros de la estructura 
del DNA se han calculado con 3D-Dart (van Dijk y cols., 2009) y 3DNA 
(Zheng y cols., 2009). 
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Capítulo I. 
La estructura de la proteína señalizadora PII de una 
arquea halofílica revela nuevas características y 
adaptaciones a alta salinidad.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Los resultados recogidos en este capítulo se encuentran publicados en 
FEBS Journal, volumen 281, páginas 3299-3314 (agosto de 2014) en un 
artículo del que soy primer autor. 
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1. Contexto y contenido de este capítulo de los resultados. 
 Como se ha indicado en la Introducción, este capítulo de los 
resultados es fruto de la colaboración con el grupo de la Dra. Mª. José 
Bonete (Dpto. Agroquímica y Bioquímica, Universidad de Alicante), 
grupo que clonó y expresó en forma recombinante y purificó las dos 
formas de GlnK (GlnK1 y GlnK2) de la arquea halofílica extrema 
Haloferax mediterranei y que consiguió los primeros cristales de esta 
proteína. Los resultados de este capítulo han sido objeto de publicación 
en la revista FEBS Journal (2014) 281:3299-3314, trabajo del que soy 
primer autor así como co-corresponsal, junto con mi director de este 
trabajo de tesis. En Materiales y Métodos se ha dado cuenta del 
procedimiento utilizado por el grupo de la Dra. Bonete para la 
purificación de la proteína cuya estructura se ha determinado aquí. Este 
grupo proveyó en todo momento de las dos formas de GlnK 
recombinantes purificadas, hmGlnK1 y hmGlnK2, procediendo nosotros 
a nuevas pruebas de cristalización y a la difracción y determinación 
estructural de hmGlnK2, así como a la obtención de las formas cristalinas 
con los diferentes ligandos, realizando igualmente los análisis basados en 
la secuencia y los estudios de unión de ligandos de GlnK2.  
 Como se ha manifestado ya en la Introducción, el interés por esta 
proteína derivaba del hecho de que en los organismos halófilos que 
acumulan intracelularmente elevadas concentraciones de sal para hacer 
frente a la alta osmolaridad del medio en que viven, como es el caso de H. 
mediterranei, las proteínas celulares han debido adaptarse a este medio 
intracelular altamente salino, una adaptación que no es trivial para las 
proteínas de señalización como PII, en las que su potencial señalizador 
depende de interacciones transitorias y débiles que pueden afectarse por 
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la alta salinidad (pares iónicos debilitados, interacciones hidrofóbicas 
fortalecidas, etc.; Siglioccolo y cols., 2011; Reed y cols., 2013) y por la 
posible presencia de una capa densa de moléculas de agua fija en la 
superficie de la proteína (ver más adelante; Britton y cols., 2006). PII, por 
su importancia señalizadora y buen conocimiento en otros organismos 
(Leigh y Dodsworth, 2007; Forchhammer, 2008), debería representar un 
buen modelo sobre estas adaptaciones a alta sal, y H. mediterranei puede 
representar un excelente organismo modelo, pues crece óptimamente a 
2,5 M NaCl y pertenece al grupo de haloarqueas que acumulan 
concentraciones salinas muy elevadas (Torreblanca y cols., 1986, 
Roberts, 2005; Siglioccolo y cols., 2011). Un interés particular ya 
mencionado del estudio de PII de H. mediterranei es la publicación de 
que hmGlnK1 y hmGlnK2, a diferencia de las proteínas PII de 
enterobacterias (ver Introducción) interaccionan directamente con la 
glutamina sintetasa (GS) (Pedro-Roig y cols., 2013a), lo que sugiere 
similitudes con la interacción directa PII-GS descrita en otra arquea no 
halofílica, Methanosarcina mazei (Weidenbach y cols., 2008) aunque tal 
interacción directa dista de estar bien caracterizada.  
 El trabajo que se describe aquí amplía nuestros limitados 
conocimientos sobre las proteínas PII de arqueas. Antes de que lo 
publicáramos (agosto de 2014) sólo se habían determinado las estructuras 
de cuatro proteínas PII de dos arqueas (ver Introducción) (Helfmann y 
cols., 2010; Maier y cols., 2011; Litz y cols., 2011). En nuestro trabajo 
hemos determinado las estructuras cristalinas de GlnK2 de H. 
mediterranei (hmGlnK2) producida recombinantemente, en complejos 
con los nucleótidos efectores clásicos de PII, ADP y ATP (Radchenko y 
Merrick, 2011), y también en complejo con AMP, hallazgo este muy 
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novedoso. Las resoluciones de las estructuras de estos complejos son muy 
buenas para AMP y ADP (1,49 Å, y 1,45 Å, respectivamente) y razonable 
para ATP (2,60 Å). Entre nuestros hallazgos encontramos rasgos 
estructurales únicos, como una corona de extensiones acídicas N-
terminales, una capa de hidratación localizada, el plegamiento del lazo T 
como una α-hélice de tres vueltas en el cristal con ATP, y la fuerte unión 
del AMP al sitio para nucleótido de PII, corroborando tal unión en 
estudios bioquímicos. Estos rasgos pueden estar relacionados con 
haloadaptación o pueden ser correlatos estructurales de rasgos 
funcionales de la regulación por PII en arqueas. En los epígrafes 
siguientes se describen estos rasgos, así como otros indicadores de 
haloadaptación, reservando para la sección de Discusión las reflexiones 
sobre el significado de estos hallazgos en el contexto general de la 
halofilicidad y del universo de las proteínas PII. Sin embargo, cuando la 
inclusión de elementos discursivos favorece el entendimiento de los datos 
obtenidos, no se ha eludido el incluir tales elementos en la descripción de 
los resultados.  
 
2. Cristalización y aspectos generales de la estructura de GlnK2 de 
Haloferax mediterranei 
 Aunque se realizaron ensayos de cristalización con las dos proteínas 
PII de H. mediterranei, solo se obtuvieron cristales con GlnK2. Los 
cristales obtenidos inicialmente en el laboratorio de la Dra. Bonete fueron 
generados a 21 °C mediante difusión de vapor, por el método de gota 
colgante, en placas de 24 pocillos, usando una biblioteca comercial de 
reactivos para cristalización (Cristal Screen, de Hampton Research). 
Usando las condiciones 14 y 50 de esta biblioteca se obtuvieron cristales 
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de dos tipos, I y II, respectivamente. Los de tipo I tenían forma cúbica 
(Fig. 16A) y 0,3-0,5 mm de dimensión, mientras que los de tipo II eran 
bipirámides tetragonales (Fig. 16B) de 0,2 mm de máxima dimensión. 
Utilizamos estos cristales para difractar los rayos X en el sincrotrón ESRF 
(Grenoble, Francia) hasta resoluciones de 1,81 (los de tipo I) y 2,60 Å 
(los de tipo II). Se obtuvieron las fases cristalográficas para el cristal de 
mejor resolución por reemplazo molecular usando como molde la 
estructura de la subunidad de PII de S. elongatus sin sus lazos T y con sus 
residuos mutados a alaninas (PDB 2XUL; Fokina y cols., 2010). Este 
primer cristal de tipo I pertenecía al grupo espacial H32 y contenía una 
subunidad de hmGlnK2 en su unidad asimétrica, aunque no se veían (por 
movimiento o desorden) la etiqueta N-terminal de His6, los residuos 1-5 y 
49-63, estos últimos pertenecientes al lazo T (Fig. 17). Aplicando simetría 
cristalográfica se generó un trímero canónico de PII (Fig. 18). Aunque no 
se había añadido ninguna molécula efectora, se observó una densidad 
electrónica en el sitio de unión de nucleótido de PII que se interpretó 
como ADP o AMP unido. Repetimos los ensayos de cristalización, esta 
vez con ADP o AMP añadido para ver si podíamos conseguir o bien una 
mejor densidad electrónica en el fosfato β o bien una molécula de AMP 
unida en el sitio de nucleótido. Obtuvimos cristales similares al inicial, 
que utilizamos para difractar rayos X en los sincrotrones ESRF (GlnK2-
A B hmGlnK2 tipo II (+ ATP)hmGlnK2 tipo I
AmtR-His6 + DNAAmtR-His6C D
Fig. 16. Cristales de hmGlnK2 de tipo I (A) y tipo II (B, en complejo con ATP). 
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AMP a 1,49 Å) y Diamond (Oxford, Reino Unido) (GlnK2-ADP, a 1,45 
Å). Estos cristales pertenecieron al mismo grupo espacial con 
prácticamente la misma celda unidad (tabla 4) y se resolvieron por 
reemplazo molecular utilizando como molde para búsqueda de las fases el 
modelo de la subunidad de hmGlnK2 resuelto a 1,81 Å. Las dos 
estructuras obtenidas tras el proceso de trazado y 
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Fig. 17. Alineamiento de las secuencias de las proteínas GlnK de H. mediterranei con 
proteínas PII de estructura conocida de arquea (Archaeoglobus fulgidus, af; 
Methan coccus jannaschii, mj) y tres representativas de PII bacterianas (Azospirillum 
brasilense, ab; Synechococcus elongatus PCC7942, se; y E. coli, ec). Los códigos de 
Uniprot (http://www.uniprot.org)/PDB son: hmGlnK1, B8ZYW0; hmGlnK2, B8ZYW1/este 
trabajo; afGlnK1, O29284/3O8W; afGlnK2, O28527/3NCR; afGlnK3, O28524/3T9Z; 
mjGlnK, Q60381/2J9C; abGlnZ, P70731/3MHY; seGlnB, P0 3F4/1QY7; ecGlnK, 
P0AC55/2GNK. La identidad y la conservación se han sombreado en negro y gris, 
respectivamente. Las hélices y las hebras β se muestran como barras naranjas y flechas 
azules, respectivamente. Se ha indicado el giro 310 en la extensión N-terminal de GlnK2 
de H. mediterranei. Los lazos T, B y C también están señalados con recuadros rojos. Los 
triángulos rojos señalan los residuos que contactan con las moléculas de nucleótido en 
las estructuras de estas PII. Los triángulos azules indican los residuos que contactan con 
la molécula de 2OG en las estructuras de afGlnK3, seGlnB y mjGlnZ. Los triángulos 
negros indican las posiciones donde se da modificación covalente de algunas proteínas 
PII. Una flecha pequeña vertical indica la posición de la Ser38 de GlnK2 de H. 
mediterranei, que interacciona con el anillo de la adenina. 
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 Tabla 4. Recogida de datos de difracción de rayos X y estadísticas de afinado. 
Cristal hmGlnK2 hmGlnK2-AMP hmGlnK2-ADP hmGlnK2-ATP 
Código PDB - 4OZL 4OZJ 4OZN 
Recogida de datosa 
Sincrotrón (Línea) ESRF (BM30) DLS (I-03) DLS (I-04) ESRF (ID23-2) 
Longitud de onda (Å) 0,9798 0,9618 0,9795 0,8726 
Grupo espacial R32 (H32) R32 (H32) R32 (H32) P3121 
Parámetros de celda unidad    
          a; b; c (Å) 89,2, 89,2, 95,9 89,1, 89,1, 95,3 89,2, 89,2, 96,3 110,7, 110,7, 
76,9 
          α; β; γ (º) 90, 90, 120 90, 90, 120 90, 90, 120 90, 90, 120 
Contenido de solvente (%) 65,1 64,2 64,5 69,5 
Coeficiente de Matthews 2,99 2,99 2,99 3,51 
Rango de resolución (Å) 44,55 - 1,81 
(1,89 -1,81) 
59,96 - 1,49 
(2,55 - 1,49) 
60,26 - 1,45 
(1,47-1,45) 
47,90 - 2,60 
(2,74 - 2,60) 
Reflexiones,totales/únicas 91.810/13.805 47.1382/23.723 19.6084/25.401 98.157/17.092 
Completitud (%) 99,3 (99,3) 100 (99,9) 96,8 (79,8) 100 (100) 
Multiplicidad 6,7 (6,0) 19,9 (19,8) 7,7 (2,7) 5,7 (5,7) 
I/σI 53,3 (10,8) 37,3 (4,5) 21,9 (1,9) 8,2 (3,1) 
CC1/2 (%) 100,0 (99,0) 100,0 (93,3) 99,9 (62,3) 99,1 (87,5) 
Factores B de Wilson (Å2) 25,51 18,20 19,15 54,22 
Rpimb (%) 0,8 (6,1) 1,6 (31,1) 1,7 (36,5) 5,8 (19,2) 
Afinamiento 
Reflexiones,usadas/omitidas 13.114/690 22.537/1.186 24.131/1.270 16.237/855 
Rfactorc/Rfreed (%) 18,34/21,26 16,14/18,42 17,37 / 18,72 20,76/25,44 
rmsd respecto al valor ideal     
       Longitud de enlace (Å) 0,006 0,006 0,007 0,012 
       Ángulo de enlace (º) 1,240 1,162 1,355 1,475 
Cadenas polipeptídicas 1 1 1 3 
Átomos de proteína 763 787 735 2402 
Moléculas de nucleótido 1 (ADP) 1 (AMP) 1 (ADP) 3 (ATP) 
Moléculas de H2O 47 62 63 26 
Media de factores B (Å2)     
     Proteína 35,60 24,89 27,77 45,41 
     Nucleótido 54,9 17,1 26,8 62,4 
     H2O 40,55 32,24 35,11 40,57 
Representación de Ramachandrane (%)    
     Favorables / Permitidos / 
        No permitidos 
99,0 / 1,0 / 
0,0 
99,0 / 1,0 /  
0,0 
99,0 / 1,0 /  
0,0 
98,4 / 1,6 /  
0,0 
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afinamiento corresponden a una subunidad y son casi idénticas a las del 
cristal resuelto anteriormente, a excepción del sitio de nucleótido, que 
estaba ocupado en todas las moléculas de cada cristal bien por AMP o 
bien por ADP. Dado que la estructura del cristal sin ligandos añadidos era 
igual que la conseguida con ADP añadido y de peor resolución, 
decidimos no depositarla en el PDB. El cristal de tipo II, que se 
cocristalizó en presencia de 20 mm ATP (GlnK2-ATP), se resolvió por 
reemplazo molecular usando como molde la subunidad del cristal tipo I. 
En su unidad asimétrica se encontró un trímero de GlnK2 con ATP unido. 
En este modelo sí se observó casi la totalidad de dos de sus lazos T (a 
falta de los residuos 51-53 en una subunidad y 51-57 en la otra) pero 
continuaron invisibles la etiqueta de polihistidinas y los residuos 1-4.  
 En las cuatro estructuras, el trímero de GlnK2 tiene el aspecto 
canónico de las proteínas PII. Su núcleo, de forma hemisférica, está 
formado en su interior por 3 hojas β de seis hebras (cuatro de una 
subunidad y dos de la horquilla del lazo C de la subunidad adyacente) 
rodeadas de 2 hélices α por cada subunidad (Fig. 18A,B). Además GlnK2 
tiene 11 residuos en la porción N-terminal que no se encuentran en otras 
proteínas PII descritas anteriormente (Fig. 17). En la estructura, estas 
extensiones N-terminales se encuentran situadas sobre el lado convexo 
del núcleo hemisférico de PII (Fig. 18B,C). 
 El núcleo de la proteína (sin contar los lazos T ni los 11 residuos 
iniciales) es prácticamente idéntico en los cuatro cristales, tanto cuando se 
 
▶︎ aValores entre parentesis para los datos en la celda de mayor resolución.  
b!!"# =  ∑ !!/(!!!)!!" ∑ |!!(!!")!! ̅(!!")|!!!!∑ ∑ !!(!!")!!!!!!" . c!!"#$%& = ∑ |!!"#|!|!!" !!"#!|∑ !!"#!!"   donde Fobs y Fcalc son los 
factores de estructura observados y calculados, respectivamente.  
dRfree igual que Rfactor, pero calculado con el 5% de los datos omitidos del afinamiento. 
eCalculado con RAMPAGE (Lovell y cols., 2003). 
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Fig. 18. Estructura de GlnK2 de H. mediterranei. (A, B) Representación en modelo de 
cintas, de la foma de GlnK2 de H. mediterranei unida a AMP (en representación de 
varillas; en un sitio se muestra el mapa de densidad electrónica omit Fo-Fc a σ = 2,5 
para el AMP), vista desde (A) el eje ternario con las extensiones N-terminales hacía el 
lector, o (B) con el eje ternario vertical en el plano del papel, con las extensiones N-
terminales hacia arriba. Cada subunidad se ha representado de un color. Los lazos B y T 
están marcados. Como los lazos T no son visibles en el cristal, se han representado 
arbitrariamente como líneas discontinuas. En (B) se señalan los principales elementos 
de estructura secundaria. (C) Representación semitransparente de la superficie de un 
trímero de PII. Se ve en modelo de cintas el núcleo hemisférico de la proteína (en gris), 
resaltando las extensiones N-terminales (representadas en varillas de color magenta). 
(D) Vista estereoscópica de la superposición del esqueleto de Cɑ de las estructuras de 
GlnK2 de H. mediterranei (verde) y de A. fulgidus (en magenta, PDB 3NCQ) en complejo 
con ATP. No se han representado el ATP, los lazos T ni las extensiones N-terminales de 
GlnK2 de H. mediterranei. 
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superpone la subunidad (rmsd ≤0,24 Å para la superposición de 94 Cα) 
como cuando se superponen los trímeros completos de PII (rmsd ≤0,30 Å 
para la superposición de 282 Cα). GlnK2 de H. mediterranei es también 
muy similar a los trímeros de otras proteínas PII de arqueas (rmsd medio 
de 1,1 Å para 276 Cα, calculado a partir de las proteína PII de 
Archaeoglobus fulgidus y Methanococcus jananaschii) como se 
ejemplifica en la superposición con la estructura de GlnK2 de A. fulgidus 
(Fig. 18D). Esta similitud en la estructura se mantiene también con el 
paradigma de proteínas PII bacteriana, la proteína GlnK de Escherichia 
coli (rmsd de 1,38 Å para la superposición de 238 Cα). Estos resultados 
sugieren que en su proceso de aclimatación al entorno salino, el núcleo de 
la proteína PII no ha cambiado su plegamiento y que esta adaptación se 
ha llevado a cabo mediante la adición de la extensión N-terminal, como 
detallaremos a continuación. 
  
3. La extensión N-terminal de GlnK2 de H. mediterranei: ¿un rasgo 
haloadaptativo? 
 Un problema con las proteínas recombinantes deducidas de las 
secuencias genómicas es que en ocasiones puede atribuirse un comienzo 
espurio al decidir cuál es el aminoácido inicial. Este problema podría 
plantearse con hmGlnK1 y hmGlnK2, pues en ambas se predice a partir 
de sus secuencias génicas [códigos de base de datos NCBI/nucleotide 
FM991871 y FM991872 (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore)] una 
extensión N-terminal que no está presente en las PII de enterobacterias. 
La presencia real de la extensión se deduce de que en los genes de ambas 
se encuentran secuencias Shine-Dalgarno a 10 y 12 bases antes del codón 
ATG utilizado para la expresión recombinante de glnK1 y glnK2 (Fig. 
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19). En el sitio donde empezaría la secuencia canónica de PII no 
encontramos codones ATG ni los alternativos y menos frecuentes en 
bacterias, GUG (que codifica para valina) o UUG (que codifica para 
leucina) (Fig. 19). De hecho, es evidente que el codón presente en estas 
posiciones se ha derivado de una sustitución de la última base del ATG 
ancestral. Cabría la posibilidad de que la proteína se tradujese a partir de 
una segunda metionina que se encuentra en posición 15 o 16 de GlnK1 o 
GlnK2, respectivamente, pero resultados de proteómica por huella 
peptídica de las proteínas aisladas de H. mediterranei realizados en el 
laboratorio de la Dra. Bonete (Pedro-Roig y cols., 2013c), identifican dos 
residuos previos a la Met15/16 en las proteínas producidas naturalmente. 
Estos datos indican que la formas naturales de las proteínas PII de H. 
mediterranei incluyen las extensiones N-terminales indicadas aquí y 
detectadas cristalográficamente en el caso de hmGlnK2.  
TCGACGGAGGTGAAAACCAATGAGCGAGACTGAGACCGGAAACGACGGTATCAAGCTCGTCATGGCCATCATCCGTCCC···
                    M  S  E  T  E  T  G  N  D  G  I  K  L  V  M  A  I  I  R  P ···
GACACAGGAGGACGAATAAGCCATGAGTGACGCTGACCTGCCGAACGACGGCGGTATCAAACTCGTCATGGCCATCATC···
                       M  S  D  A  D  L  P  N  D  G  G  I  K  L  V  M  A  I  I ···
TCGACGGAGGTGAAAACCAATGAGCGAGACTGAGACCGGAAACGACGGTATCAAGCTCGTCATGGCCATCATCCGTCCC···
                    M  S  E  T  E  T  G  N  D  G  I  K  L  V  M  A  I  I  R  P ···
GACACAGGAGGACGAATAAGCCATGAGTGACGCTGACCTGCCGAACGACGGCGGTATCAAACTCGTCATGGCCATCATC···
                       M  S  D  A  D  L  P  N  D  G  G  I  K  L  V  M  A  I  I ···
9 bases
glnk1
glnk2
11 bases
SD
SD
1ª metionina
1ª metionina
2ª metionina
2ª metionina
comienzo
canónico PII
comienzo
canónico PII
Fig. 19. Secuencias de los genes glnk1 y glnk2 de H. mediterranei en la región candidata 
a comienzo de las proteínas, y bases que las preceden. La secuencia putativa de Shine-
Dalgarno se muestra sombreada en azul y señalada como SD. Las secuencias de los 
genes glnk1 y glnk2 se sombrean en verde señalando la flecha que yace sobre ellas el 
punto de comienzo del ORF. La secuencia de aminoácidos aparece bajo del codón 
correspondiente en código de una sola letra. Las flechas hacia arriba señalan la primera 
y segunda metionina de cada secuencia además del punto correspondiente de comienzo 
de PII para E. coli. Los recuadros con línea continua roja señalan los residuos 
pertenecientes a péptidos que se han observado en experimentos de huella peptídica 
con las proteínas nativas (Pedro-Roig y cols., 2013c). 
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 En todas las estructuras de hmGlnK2 se observa la extensión N-
terminal a partir de los residuos 5 o 6 (Fig. 20A). La extensión forma una 
vuelta de hélice 310 (residuos 8-10) y conecta con la primera hebra β de la 
subunidad mediante dos residuos de glicina (Gly10 y Gly11). Esta es la 
A
B
Leu6 Leu6 
Pro7 Pro7 
Asn8 Asn8 
Gly10 Gly10 
Gly11 Gly11 
Arg120 Arg120 
β3-α2 β3-α2 
α2 α2 β1 β1 
Fig 20. Estructura de la extensión N-terminal.(A) Vista estereoscópica de la extensión N-
terminal, detallando las interacciones con el núcleo de PII de su propia subunidad. Las 
líneas discontinuas rojas muestran los puentes de hidrógeno. (B) Vista estereoscópica 
del hexámero formado por los contactos mediados por las extensiones N-terminales 
(coloreadas en azul las de un trímero y en  naranja las del otro) en el cristal con ATP. 
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parte más fija de la extensión y se encuentra conservada en las cuatro 
estructuras (rmsd ≤ 0,77 Å para los Cα de los residuos 6-11). El giro se 
encuentra anclado al núcleo de la proteína a través de la cadena lateral de 
la Asn8, que forma puentes de hidrógeno con los átomos de la cadena  
principal del giro β3-α2. Los residuos previos a este anclaje se proyectan 
hacia el solvente en dirección aproximadamente paralela a la del eje 
ternario del trímero. Esta parte contiene residuos polares y cargados 
negativamente (Ser2, Asp3 y Asp5, Fig. 17) que, junto a la Asp9 que se 
encuentra en la parte más fija de la extensión, reducen el punto 
isoeléctrico de GlnK2 en una unidad de pH (un pI bajo está considerado 
como una característica de adaptación a la salinidad) (Paul y cols., 2008). 
 A juzgar por su secuencia (derivada de las secuencias de sus 
genes, Tabla 5, al final de este capítulo), ciertas proteínas PII de otros 
organismos contienen extensiones N-terminales. Sin embargo, las 
proteínas  PII de los organismos halófilos tienen una mayor prevalencia 
de residuos ácidos en dicha extensión (Fig. 21A), lo que reduce el pI de la 
proteína en comparación con el pI si se amputara dicha extensión (Tabla 
5, al final de este capítulo). De hecho, GlnK1 y GlnK2 de H. mediterranei 
 
▶︎ Fig. 21. Determinantes potenciales de haloadaptación de las proteínas GlnK de H. 
mediterranei. Los cuadrados y círculos negros corresponden a los valores para hmGlnK1 
y hmGlnK2 respectivamente. (A) Fracción de residuos cargados negativamente en las 
extensiones N-terminales de las proteínas PII cuya secuencia génica predice una 
extensión de más de tres residuos (Identificados en la Tabla 5) y clasificadas según 
pertenezcan o no a organismos halófilos. (B) Punto isoeléctrico (pI) estimado a partir de 
la secuencia de las proteína (http://web.expasy.org/protparam) y (C) relación entre el 
número de residuos pequeños y número de grandes de cadena lateral alifática para las 
proteínas anotadas como GlnK en el Comprehensive Microbial Resource (ahora cerrado, 
ver tabla 6). (D) Fracción entre las áreas polar y no polar de la superficie expuesta de las 
proteínas PII de estructura conocida. Las estructuras de trímeros de PII, sin lazos T 
(residuos 37-54) y sin ligandos se analizaron con GETAREA (Fraczkiewicz y Werner, 
1998). El círculo negro corresponde al valor de hmGlnK2 y los círculos blancos a las 
estructuras con código PDB (de mayor a menor superfice expuesta polar/no-polar): 
2EG1, 4RX6, 2J9C, 3L7P, 3O8W, 3T9Z, 3NCP, 3MHY, 1V3R, 2GW8, 3N5B, 2XUL, 
3BZQ, 2PII, 3CE8, 1HWU, 2O66, 1UL3, 1O51 y 1GNK. 
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se encuentran entre las proteínas GlnK con los pI deducidos a partir de 
secuencia más bajos (Fig. 21B) de las anotadas en 2014 en el 
Comprehensive Microbial Resource (http://www.jcvi.org/cms/research/ 
past-projects/cmr/overview; cerrado a principios de 2014, el listado 
completo de proteínas anotadas como GlnK en dicha base de datos se da 
en la tabla 6, al final de este capítulo). 
 En el cristal de GlnK2 con ATP, las extensiones N-terminales 
median los contactos entre dos trímeros que se encuentran relacionados 
por un eje binario cristalográfico. Así, los trímeros se encuentran 
enfrentados por la misma cara, encajando las extensiones N-terminales 
como dientes de un engranaje (Fig 20B). Aunque la superficie de 
contacto entre los dos trímeros interaccionando de esta manera es poco 
extensa (560 Å2 por trímero) y el cálculo de la energía de disociación a 
partir de la secuencia no predice una alta estabilidad para el posible 
hexamero de PII (∆Gdiss = -11,2 kcal/mol, calculado con el servidor PISA; 
Krissinel y Henrick, 2007) no se puede excluir que esta organización 
supraoligomérica se de en un entorno de alta salinidad como el del 
interior de H. mediterranei. 
 
4. Otros rasgos haloadaptativos  
4.1. Prevalencia de residuos pequeños sobre hidrofóbicos grandes. 
 En medio altamente salino las interacciones hidrofóbicas 
incrementan su fuerza (Ghosh y cols., 2005), lo que parece conllevar la 
adaptación de que en las proteínas de organismos halófilos los residuos 
con cadenas alifáticas grandes (isoleucina, leucina, valina o metionina) 
tienden a remplazarse por otros con cadenas más pequeñas (alanina, 
glicina, serina o treonina; Paul y cols., 2008). Las secuencias de 
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hmGlnK1 y hmGlnK2 exhiben valores altos para sus respectivas razones 
entre residuos pequeños y alifáticos grandes, estando estas dos proteínas 
entre las tres GlnKs con valores más altos (Fig. 21C) para el cociente 
(A+G+S+T)/(I+L+V+M) (en donde las letras mayúsculas son 
abreviaturas estándar de una sola letra de varios aminoácidos) de entre las 
GlnKs anotadas como tales en el Comprehensive Microbial Resource. 
  
4.2. GlnK2 de H. mediterranei tiene la superficie más polar de las 
proteínas PII de estructura conocida 
 Otro rasgo de haloadaptabilidad es el aumento de la superficie 
polar que se encuentra accesible al solvente (Tanford, 1961). Utilizamos 
el servidor GETAREA (Fraczkiewicz y Werner, 1998) para cuantificar el 
cociente de superficie polar/apolar de la estructura de GlnK2-AMP sin 
sus extensiones N-terminales, que resultó ser de 0,91, el más alto para las 
proteínas PII de estructura conocida (Fig. 21D). Esta propiedad queda 
ejemplificada gráficamente en la figura 22A, donde se compara el 
potencial electrostático de la superficie de hmGlnK2 (sin sus extensiones 
N-terminales) con el de la estructura de otra proteína GlnK de una arquea 
no halofílica, GlnK2 de A. fulgidus. Cabe destacar que, de haber incluido 
en el cálculo las extensiones N-terminales, la superficie polar de la 
proteína aún aumentaría más, dada la alta prevalencia de residuos polares 
y ácidos en esta parte de la proteína.  
 
4.3. Capa de hidratación de hmGlnK2 
 Estudios previos sobre el enzima glucosa dehidrogenasa de H. 
mediterranei (Britton y cols., 2006), destacaban la presencia de una 
elevada densidad de moléculas de agua dispuestas como anillos 
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A
N
N N
N
Glucosa 
deshidrogenasa	
N N
hmGlnK2 afGlnK2
C
 Fig. 22. Comparación de la superficie polar y la capa de hidratación de GlnK2 de H. 
mediterranei con las de otras proteínas. (A) Representaciones de las superficies 
electrostáticas de los trímeros de GlnK2 de H. mediterranei (hmGlnK2) y A. fulgidus 
(afGlnK2, PDB: 3NCR) sin las respectivas extensiones N-terminales ni la etiqueta C-
terminal (residuos a partir de la Leu112). Los ligandos y los lazos T (residuos 48-65 y 37-
54 de hmGlnK2 y afGlnK2, respectivamente) también se han omitido. Los potenciales 
electrostaticos se calcularon con APBS (Baker y cols., 2001). La superficie polar está 
coloreada en azul (cargada positivamente) y roja (cargada negativamente). (B) 
Representación de la superficie del dímero de glucosa deshidrogenasa de H. 
mediterranei a 1,6 Å de resolución (Britton y cols., 2006) con las moléculas de agua fija 
que rodean la proteína como esferas rojas. La misma representación y escala se han 
usado en (C) para el trímero de hmGlnK2 en complejo con ADP a 1,45 Å de resolución. 
La posición de las extensiones N-terminales se ha marcado con las letras N. (D) 
Representación en cintas de dos trímeros de PII del cristal con ADP para mostrar la capa 
de moléculas de agua que existe entre los dos trímeros en el cristal. Los trímeros están 
orientados con sus extensiones N-teminales (señaladas como N) mirando hacía arriba 
en un trímero o hacía abajo en el otro trímero. Las moléculas de agua se encuentras 
concentradas en la interfase entre los dos trímeros. 
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pentagonales sobre la superficie de la proteína, señalando que esta capa 
podría constituir un elemento de adaptación a la salinidad. En la 
estructura de GlnK2 de mayor resolución (en complejo con ADP a 1,45 Å 
de resolución) encontramos 72 moléculas de agua por subunidad de PII  
(Fig. 22C), equivalente a ~0,6 moléculas de agua por residuo de proteína, 
un valor mucho menor que el de 1,9 moléculas de agua por residuo en la 
glucosa deshidrogenasa halofílica ya mencionada, cuya estructura se 
determinó a 1,6 Å de resolución, similar a la de la hmGlnK2 (Fig. 22B). 
Además, en nuestras estructuras no encontramos anillos pentagonales de 
moléculas de agua. Teniendo en cuenta todos estos datos, creemos que no 
se puede considerar una alta presencia de moléculas de agua fija 
alrededor de la proteína como un elemento universal de haloadaptación, 
ni siquiera entre las proteínas de un mismo organismo halofílico. 
 A pesar de que nuestras estructuras no documentan una capa 
continua de moléculas de agua sobre PII, sí dejan patente la existencia de 
un colchón de 81 moléculas de agua emparedadas entre dos trímeros de 
hmGlnK2 con ADP. En el cristal, dos trímeros de PII con ADP (o con 
AMP), formados al aplicar la simetría cristalográfica a la subunidad 
encontrada en la unidad asimétrica, se relacionan entre sí por un eje 
binario cristalográfico, de modo que se encaran las bases de sus lazos T 
(Fig. 22D), dejando entre las cara planas de los hemisferios definidos por 
los cuerpos de ambos trímeros el colchón de moléculas de agua. Las 
predicciones del programa PISA (Krissinel y Henrick, 2007) indican que 
los hexámeros formados de esta manera son relativamente estables (∆Gdiss 
= -1,2 kcal/mol), situándose, como se ha dicho, en la interfaz entre ambos 
la densa capa de moléculas de agua que sugiere la existencia de una 
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fuertes fuerzas de solvatación que pueden estar relacionadas con el 
carácter halofílico de la proteína. 
 
5. Las estructuras muestran ADP, ATP o AMP en el sitio del 
nucleótido de GlnK2 
5.1. Contexto experimental y formas cristalinas obtenidas.  
 Como ya se ha dicho, aunque no se añadieron nucleótidos en la 
prueba inicial de cristalización del cristal resuelto a 1,81 Å de resolución, 
era clara la existencia de una masa de densidad electrónica que casaba 
con una molécula de ADP en el sitio esperado de unión de nucleótido. La 
densidad electrónica era mejor para la parte correspondiente a la porción 
del AMP que para el fosfato β. Por ese motivo realizamos ensayos 
sistemáticos de cristalización añadiendo o ADP o AMP a la gota en la que 
pretendíamos cristalizar el hmGlnK2. Así obtuvimos los cristales que 
difractaban los rayos X a 1,45 Å y 1,49 Å de resolución y que contenían 
ADP y AMP, respectivamente, en el sitio del nucleótido. Como ya hemos 
mencionado, también se obtuvieron cristales que contenían ATP, aunque 
la resolución de esos cristales fue menor (2,60 Å). 
 
5.2. Demostración bioquímica de la unión a hmGlnK2 de AMP con buena 
afinidad. 
 El hallazgo de AMP unido, aparentemente con alta afinidad, fue 
totalmente inesperado, pues ADP y ATP son los efectores alostéricos 
nucleotídicos generalmente reconocidos para PII (Radchenko y Merrick, 
2011; Zeth y cols., 2014). Entre más de cincuenta estructuras de PII 
depositadas en el PDB solo en una hay AMP unido al sitio para 
nucleótido, en GlnK1 de la arquea Methanococcus jannaschii 
                                                                                  Resultados. Capítulo 1 
	 	
	111 
 
 (PDB:2J9D; Yildiz y cols., 2007), y aún en ese caso solo una de las 12 
subunidades presentes en la unidad asimétrica del cristal tenía AMP 
unido. Como tanto M. jannaschii como H. mediterranei son arqueas, nos 
pareció concebible que el AMP pudiera ser un ligando alostérico genuino 
de PII en el dominio arquea. Por otro lado, cabía que también lo fuera en 
otros organismos, ya que se ha descrito (Huergo y cols., 2007, 2008) en la 
bacteria fijadora de nitrógeno Azospirillum brasilense que el AMP 
previene la formación del complejo de PII con su diana DraG mientras 
que estimula la formación de complejos con Amt y DraT   
 Hemos corroborado aquí bioquímicamente que el AMP se une con 
alta afinidad a hmGlnK2, en ensayos de unión en que utilizamos 
ultrafiltración centrífuga a través de membranas que no dejan pasar PII 
pero sí los nucleótidos, para separar las formas libre y unida a PII de 
AMP, así como de ADP y de ATP. El fundamento de estos ensayos se 
A B
Fig. 23. La unión de ATP, ADP y AMP a GlnB de S. elongatus y a GlnK de H. 
mediterranei. Las concentraciones de PII (como subunidad) fueron de 93 μM GlnB y 99 
μM GlnK2. Las curvas que se muestran son para un modelo de tres sitios (uno por cada 
subunidad en el trímero), a esas concentraciones, con valores de Kd en las curvas 
superiores de 4 μM, 12,5 μM y 47,4 μM, que son los valores para la unión de ATP por 
GlnB de S. elongatus (Zeth y cols., 2014). En (A), la curva de abajo responde a un 
modelo de tres sitios con una Kd de 203 ± 20 μM. En (B), la curva de abajo tiene valores 
de Kd de 10,6 μM, 19,3 μM y 133,4 μM, que son los descritos (Zeth y cols., 2014) para la 
unón de ADP por GlnB de S. elongatus. 
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presenta en la parte de metodología de este trabajo de tesis. Como control 
positivo de estos ensayos utilizamos la unión de nucleótidos a PII  
(también llamada GlnB) de la cianobacteria Synechococcus elongatus, 
pues con esta enzima se ha caracterizado bioquímicamente mediante otras 
técnicas la unión de ADP y ATP (Zeth y cols., 2014), con lo que el uso de 
este control representaba una necesaria validación de nuestro ensayo. La 
figura 23A muestra que este ensayo es válido, al probar que la PII 
cianobacteriana une ADP y ATP con elevada afinidad, ajustándose esta 
unión al modelo existente de tres sitios con las afinidades descritas para 
esta proteína en experimentos basados en calorimetría isotérmica (Zeth y 
cols., 2014). Nuestros resultados para AMP prueban que GlnB de S. 
elongatus también une este nucleótido, aunque con una afinidad mucho 
menor que para ADP y ATP (Fig. 23A). Por el contrario, en el caso de 
hmGlnK2 los ensayos, que también prueban que esta proteína une ADP y 
ATP en forma similar y con afinidades análogas a como lo hace GlnB de 
S. elongatus, demuestran como diferencia radical con respecto a la 
proteína cianobacteriana la unión a hmGlnK2 de AMP con afinidad 
comparable a las afinidades para ADP y ATP, similar a la de GlnB de S. 
elongatus por ADP (Fig. 23B), apoyando la posibilidad de que el AMP 
tenga un papel regulador sobre GlnK2 de H. mediterranei. 
  
5.3. Rasgos estructurales de la unión de nucleótidos a hmGlnK2. 
 En el cristal del complejo de hmGlnK con AMP este nucleótido se 
une a la proteína esencialmente como lo hace el componente adenosina 
monofosfato tanto del ADP como del ATP en sus cristales 
correspondientes, (Fig. 24A,B,C) en el sitio canónico de nucleótido para 
las proteínas PII (Radchenko y Merrick, 2011; Zeth y cols., 2014). Este 
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sitio se encuentra en una cavidad entre dos subunidades, entre el lazo B y 
la base del lazo T de una de ellas y el lazo C, el inicio de la hebra β2 y el 
final de la hebra β3 de la otra subunidad (los residuos de la subunidad 
vecina que participan en un sitio dado se señalan aquí con un asterisco). 
El anillo de adenina, que se encuentra en conformación anti, se asienta en 
la cavidad, emparedado entre el borde de la Phe103 por un lado y la 
cadena lateral de la Ser38* y la cadena principal de los residuos 38*-40* 
por el otro (Fig. 24). La ribosa del AMP tiene una conformación C3'-
endo, al contrario que la ribosa del ADP en el complejo con GlnB de S. 
elongatus (Zeth y cols., 2014; PDB 4C3K), donde el nucleótido adopta 
una conformación ligeramente O4'-endo. Esta diferencia en la 
conformación de la molécula cambia la posición del grupo 3'-OH y 
permite que el AMP forme un puente de hidrógeno entre ese oxígeno y el 
oxígeno de la cadena principal de la Gly46. A pesar de que el grupo 2'-
OH de la ribosa se mantiene en la misma posición en las dos estructuras, 
en las estructuras de hmGlnK2 los nucleótidos forman un puente de 
hidrógeno adicional entre ese grupo hidroxilo y la cadena lateral de la 
Thr40* debido a la diferente conformación de esa treonina respecto a las 
estructuras de GlnB de S. elongatus (Thr29 en ese organismo). Los 
grupos fosfato α de las moléculas de AMP, ADP y ATP en sus complejos 
respectivos se encuentran colocados entre el lazo B y el comienzo del 
lazo T. Aunque este fosfato se encuentra en la misma posición en los tres 
casos, la mayor diferencia se da en los puentes de hidrógeno en que 
interviene. El del AMP está firmemente anclado en la estructura de la 
proteína, formando con ella puentes de hidrogeno mediados por sus 
átomos de O libres, dos entre uno de ellos y la cadena principal del 
motivo Walker A del lazo B (G95XXGXG), uno entre otro oxígeno libre y 
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Fig. 24. Unión de 
nucléotido a hmGlnK2. En 
la página de la izquierda, 
vista estereoscópica del 
sitio para nucleótido con 
(A) AMP, (B) ADP (B) y (C) 
ATP unido. El modelo de 
cada nucleótido está 
rodeado por su mapa omit 
Fo - Fc a 2,5 σ. Las 
moléculas de agua se 
representan como esferas 
rojas. Los átomos de 
oxígeno, nitrógeno y 
fósforo se han coloreado 
en rojo, azul y naranja, 
respectivamente y los 
átomos de carbono en 
amarillo (nucleótido), gris 
(proteína, subunidad A) o 
cian (proteína, subunidad 
B). En esta página se 
esquematizan las 
interacciones de cada uno 
de estos nucleótidos con la 
proteína. En ambas 
páginas los puentes de 
hidrógeno se representan 
como líneas discontinuas 
rojas, y, cuando se 
detallan, se dan la 
distancias en Å. Se ha 
recuadrado para ADP, en 
esta página, las 
interacciones de dos 
moléculas de agua (una de 
ellas marcada como W1 
que también se muestra en 
el esquema principal de las 
interacciones con ADP). 
Los asteriscos siempre 
denotan residuos de la 
subunidad B. 
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el grupo amino de la Lys101 (que al mismo tiempo forma un puente de 
hidrógeno con el N7 de la adenina), mientras que el tercer oxígeno libre 
está conectado con moléculas de agua fijas que lo están con las cadenas 
laterales de los residuos básicos His67 y Lys69 y con el grupo hidroxilo 
3’ de la ribosa (Fig. 24A). En cambio, en el complejo cristalino con ADP 
uno de los puentes de hidrógeno con el lazo B ha migrado al fosfato β, 
fosfato que forma otro enlace con el átomo de N de la Ser49, al comienzo 
del lazo T, mientras que una molécula de agua interconecta los fosfato α y 
β y los ancla indirectamente en la proteína a través de otra molécula de 
agua fija que forma puentes de hidrógeno con los átomos de O y N de la 
cadena principal de la Gly100 y la Arg114*, respectivamente (Fig. 24B, y 
recuadro insertado). A pesar de estas diferencias entre las uniones a la 
proteína de AMP y ADP, la similitud en el número y longitudes de los 
enlaces formados por el AMP y el ADP con la proteína están de acuerdo 
con la unión a la misma de ambos nucleótidos con análoga fuerza, tal 
como revela la comparación de sus afinidades respectivas, apoyando 
también la posibilidad de que ambas moléculas de nucleótido favorezcan 
la misma conformación de PII. En el caso del ATP, los residuos del lazo 
B vuelven a coordinarse con el fosfato α en vez de hacerlo con el β, y el 
fosfato γ establece puentes de hidrógeno con las cadenas laterales de la 
Arg114* y, en dos subunidades, con la de la Gln112* (Figs. 24C). 
 Una observación de interés es que a pesar de los cambios de 
secuencia seguramente debidos a la adaptación a salinidad, todos los 
residuos que están implicados centralmente en la unión de nucleótido en 
otras proteínas PII (Radchenko y Merrick, 2011; Maier y cols., 2011) 
están conservados en hmGlnK2 (señalados con triángulos rojos en la Fig. 
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17), incluidos los dos residuos que se demostraron cruciales para la 
actividad ATPasa que se ha descrito (Radchenko y cols., 2013) para GlnK 
de E. coli (Gln39 y Lys58 de esta última proteína, correspondientes a 
Gln50 y Lys69 de hmGlnK2). Por otro lado, la estructura de hmGlnK2 y 
las secuencias de esta proteína y de hmGlnK1 sugieren fuertemente que el 
2OG se une a dichas variantes halofílicas de GlnK, aunque no hemos 
corroborado experimentalmente tal unión. Así, en ambas proteínas de H. 
mediterranei se han conservado los residuos (marcados en la Fig. 17 con 
triángulos azules) que los estudios estructurales han demostrado con otras 
proteínas PII (Truan y cols., 2010; Fokina y cols., 2010; Maier y cols., 
2011; Chellamuthu y cols., 2014) que forman puentes de hidrógeno con 
los grupos carboxilato del 2-oxoglutarato (Lys69, Gly48, and Gly52 de 
hmGlnK2) o que interaccionan físicamente con este efector (el caso de 
Gly98 de hmGlnK2). Además no hay incompatibilidad estérica con las 
ATP
2OG
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L56H
T43K
I86K
Q39
I86K
Q39
2OG
ATP
G41A
T43K
L56H
Fig. 25. Vista estereoscópica del sitio de MgATP-2OG de GlnZ de A. brasilense con los 
residuos que contactan con el 2OG y que difieren de los residuos correspondientes de 
GlnK1 y GlnK2 de H. mediterranei mutados a los de estas últimas proteínas. En el 
modelo de cintas mostrado, las cadenas laterales que se detallan se ilustran en 
representación de varillas, en color gris para la forma silvestre y verde y transparente 
para las formas mutantes. Las moléculas de ATP y 2OG tienen sus esqueletos 
carbonados en color amarillo. Una esfera verde representa el ion Mg2+, ilustrándose su 
esfera de coordinación. Los átomos de oxígeno, nitrógeno y fosforo se han coloreado en 
rojo, azul y naranja, respectivamente. 
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cadenas laterales de los residuos del sitio para 2OG que no están 
conservados en las proteinas GlnK de H. mediterranei. Hemos llegado a 
esta última conclusión estudiando el sitio para 2OG del complejo PII–
MgATP-2OG de A. brasilense (PDB 3MHY; Truan y cols., 2010), e 
introduciendo in silico en esta estructura (Fig. 25) las mutaciones 
Gly41Ala, Thr43Lys, Leu56His e Ile86Lys para reemplazar los residuos 
originales por los de ambas proteínas GlnK de H. mediterranei.  
 
6. Una hélice α en el lazo T de la forma con ATP. 
 Como es frecuente cuando PII no forma un complejo con una 
proteína diana, en las estructures con AMP y ADP no se pudo trazar el 
lazo T (residuos 48-65). Sin embargo, en el trímero presente en la unidad 
asimétrica del cristal de hmGlnK2-ATP se observa un lazo T casi 
completo (pues sólo le faltan tres residuos) en una subunidad y también 
una parte importante de otro lazo T (solo le faltan los residuos 51-57) en 
otra subunidad del trímero (Fig. 26). Ambos lazos T visibles participan en 
contactos cristalográficos con otros trímeros de PII, lo que podría 
ayudarles a fijarse en el cristal. Es interesante que el lazo T que está más 
completo en la estructura del trímero exhibe la conformación de una α-
hélice imperfecta de casi tres vueltas completas (residuos 56–64) (Fig. 
26). El otro lazo T que es visible parcialmente también presenta una 
estructura cuasi-helicoidal más corta (residuos 60–65). Los lazos T 
raramente presentan elementos canónicos de estructura secundaria cuando 
no forman complejos con proteínas diana, aunque en algunos de esos 
complejos se han encontrado formando una horquilla β (Gruswitz y cols., 
2007; Conroy y cols., 2007; Llácer y cols., 2007; Llácer y cols., 2010), 
como en el complejo con la acetilglutamato quinasa, en el que conforma 
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una hoja β híbrida con hebras β de la quinasa (Llácer y cols., 2007). En el 
PDB sólo hay depositadas tres estructuras de PII (E. coli GlnK, PDB 
1GNK; Xu y cols., 1998; A. brasilense GlnZ, PDB 3MHY; Truan y cols., 
2010; y PII de Thermus thermophilus, PDB 1VFJ; Sakai y cols., 2005) en 
las que se observaban de tres a cinco residuos de lazos T adoptando 
conformación helicoidal. En ninguno de estos casos la hélice alcanzó el 
tamaño de nuestra estructura actual con ATP. En el lazo T helicoidal de 
hmGlnK2 (Fig. 26), la Tyr62 presenta su grupo fenólico enterrado, 
atrapado entre la Arg47 y la Gln50, al comienzo del lazo, formando 
también un puente de hidrógeno entre el OH fenólico y el átomo de 
oxígeno de la Gly48. Si esta tirosina se uridililara en la proteína PII de 
H. mediterranei, como sucede en proteínas PII de otros organismos (Jiang 
y cols., 1998a; Read y cols., 2007; Jonsson y Nordlund 2007; Bonatto y 
cols., 2007; Araújo y cols., 2008) y como indican los resultados de 
Asp65
Val64Glu61Trp57
Gln55
Gln55
Gly48 ATP
Arg47
Tyr62
Fig. 26. Conformación α-helicoidal del lazo T en una subunidad de hmGlnK2 en complejo 
con ATP. Se muestra alrededor del modelo del ATP el mapa de densidad electrónica 
omit Fo - Fc  a 2,4 σ. La hélice se muestra como una cinta semitransparente sobre la 
representación en varillas de los residuos que la conforman. El puente de hidrógeno 
entre el oxígeno de la Gly48 y la Tyr62 se muestra como una línea discontinua roja. Una 
línea discontinua azul cierra la porción del lazo que no está visible (residuos 51-53). 
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estudios proteómicos con H. mediterranei (Pedro-Roig y cols., 2013c), 
seguramente ni la posición observada del lazo T helicoidal ni dicho 
plegamiento helicoidal serían posibles en la forma modificada 
covalentemente del lazo T.		
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Tabla 5. Proteínas PII en Uniprot KB (www.uniprot.org) o NCBI/protein (www.ncbi.nlm.nih.gov/protein) en 
las que la secuencia revela una extensión N-terminal de más de tres residuos. Se clasifican como 
pertenecientes a organismos halofílicos o no halofílicos. Se da la longitud n (en número de residuos) de la 
extensión y, entre paréntesis, el porcentaje de residuos ácidos. Para los halófilos se da el pI de la proteína 
completa o sin la extensión 
Organismos no halofílicos Organismos halofílicos 
Código  Organismo N-term 
nº resid 
(% D+E) 
Código  Organismo N-term 
nº resid 
(% D+E) 
pI  
con/sin 
Nterm Base de datos UniProt KB Base de datos UniProt KB 
A6XXV3 Vibrio cholerae AM19226 9 (56) MOLKW4 Haloarcula japonica 9 (56) 5,0/6,94 
A6ACM4 Vibrio cholerae 623-39 9 (44) G0HU54 Haloarcula hispanica  9 (56) 4,8/5,7 
M0QAT1 Edwardsiella tarda 5 (40) Q5UZ97 Haloarcula marismortui 9 (56) 4,8/5,7 
F0N8U2 Neisseria meningitidis 4 (25) U1PNA4 halophilic archJ07HB67 10 (50) 4,3/4,5 
D4ZGD5 Shewanella violacea 4 (25) B8ZYW0 Haloferax mediterranei 10 (30) 5,1/6,1 
F5ZK54 Streptococcus 
parauberis 
4 (25) B8ZYW1 Haloferax mediterranei 11 (27) 5,2/6,1 
B6R6D1 Pseudovibrio spJE062 38 (19) G0LFE4 Haloquadratum walsbyi 8 (13) 5,4/ 5,3 
M9RCX1 Octadecabacter arcticus 11 (18)     
M1N3Z8 Bartonella australis 6 (17) Base de datos NCBI/protein   
G9A2A9 Rhizobium fredii 25 (16) WP_004968839 Haloferax 9 (44) 4,8/5,8 
B0GW75 Yersinia pestis orient. 19 (16) YP_003130268 Halorhabdus utahensis  9 (44) 4,8/5,4 
K2API4 uncultured bacterium 8 (13) YP_003401760 Haloterrigena turkmenica  13 (39) 4,6/5,0 
J7JTN8 Bacillus subtilis 9 (11) WP_004973958 Haloferax 8 (38) 5,0/5,7 
M9RCY3 Octadecabacter 
antarcticus 307 
11 (9) WP_008307254 Haloarcula amylolytica 8 (38) 4,8/5,7 
I7HKG2 Legionella pneumophila 12 (8) WP_005536890 Haloarcula argentinensis 8 (38) 5,0/6,9 
Q8TJ72 Methanosarcina 
acetivorans 
12 (8) WP_008576601 Haloferax 11 (36) 4,8/5,8 
C0VHD9 Acinetobacter sp27244 18 (6) WP_004973960 Haloferax 11 (36) 4,9/6,1 
Q89WR6 Bradyrhizobium japonic 21 (5) WP_004968837 Haloferax denitrificans 11 (36) 5,0/6,1 
Q7UUZ1 Rhodopirellula baltica 21 (0) WP_007275869 Haloferax sulfurifontis 11 (36) 4,8/5,8 
C2LN84 Proteus mirabilis  11 (0) YP_003534157 Haloferax volcanii 11 (36) 4,8/5,8 
D3DIA9 Hydrogenobacter 
thermophilus  
7 (0) YP_008376684 Halorhabdus tiamatea 9 (33) 4,5/4,8 
G0A9F5 Collimonas fungivorans 6 (0) YP_003130270 Halorhabdus utahensis 9 (33) 4,5/4,7 
D3V0B6 Xenorhabdus bovienii 5 (0) WP_009367095 Halogranum salarium 7 (33) 4,5/4,8 
B9JCP9 Agrobacterium 
radiobacter 
4 (0) WP_008386550 Halosarcina pallida 7 (29) 4,9/6,1 
F5J7A2 Agrobacterium sp31749 4 (0) WP_006600830 Haloferax alexandrinus 7 (29) 4,8/5,1 
A9CHE2 Agrobacterium 
tumefaciens 
4 (0) WP_004065757 Haloferax lucentense 7 (29) 5,1/5,8 
B9JUE6 Agrobacterium vitis 4 (0) WP_008320049 Haloferax mucosum 7 (29) 5,4/6,1 
E1US78  Bacillus amyloliquefac. 4 (0) WP_008608132 Haloferax sp. BAB2207 7 (29) 5,1/5,8 
N0DJN8 Bacillus subtilis 4 (0) YP_003534159 Haloferax volcanii 7 (29) 4,8/5,1 
D8GJW5 Clostridium ljungdahlii  4 (0) YP_004035187 Halogeometricum 
borinquense 
7 (29) 5,65/6,9 
Resultados. Capítulo 1                                                     	
122 
B3PR32 Rhizobium etli 4 (0) WP_009367092 Halogranum salarium 5 (20) 4,5/4,8 
 
Tabla 6. Valores de pI estimado y razón entre número de residuos pequeños y número 
de residuos alifáticos grandes en las secuencias de las proteínas anotadas como GlnK 
en el Comprehensive Microbial Resource (http://www.jcvi.org/cms/research/past-
projects/cmr). Como la base de datos cerró a principios de 2014, se dan los 
identificadores para estas proteínas en la base de datos Uniprot KB 
 
Código 
Uniprot KB Organismo pI 
Razón 
(A+G+S+T) / (I+L+V+M) 
B0SL04 Leptospira biflexa serovar Patoc 9,52 0,79 
Q89WS2 Bradyrhizobium diazoefficiens 9,47 1,06 
B0SCI1 Leptospira biflexa serovar Patoc 9,33 0,79 
Q04VI1 Leptospira borgpetersenii 9,19 0,82 
Q89WR6 Bradyrhizobium diazoefficiens 9,00 1,26 
Q97ZY4 Sulfolobus solfataricus 8,96 0,88 
A5CXB4 Vesicomyosocius okutanii 8,89 0,91 
Q07428 Bacillus subtilis 8,71 0,97 
A8HSW9 Azorhizobium caulinodans 7,99 1,06 
A9CHE2 Agrobacterium tumefaciens 7,93 1,09 
Q9A8L4 Caulobacter crescentus  7,91 1,19 
Q11P58 Cytophaga hutchinsonii  7,82 0,94 
Q9WYN4 Thermotoga maritima 7,74 0,65 
A5D4I6 Pelotomaculum thermopropionicum 7,69 0,85 
A9QZN8 Yersinia pestis bv. Antiqua 7,00 0,88 
O54053 Rhizobium etli  6,74 1,13 
Q92L91 Rhizobium meliloti 6,74 1,13 
A4G1J1 Herminiimonas arsenicoxydans 6,59 1,06 
Q74WQ7 Yersinia pestis 6,59 0,80 
A7FLB0 Yersinia pseudotuberculosis 6,59 0,88 
Q2KZL0 Bordetella avium 6,11 0,91 
Q7N0M5 Photorhabdus luminescens 6,11 0,88 
Q8TJ72 Methanosarcina acetivorans 5,90 0,71 
Q221S9 Rhodoferax ferrireducens 5,90 0,94 
Q0KEV0 Cupriavidus necator 5,87 0,88 
Q8Y2J3 Ralstonia solanacearum 5,87 0,88 
Q5P469 Aromatoleum aromaticum 5,85 1,07 
A9AEI8 Burkholderia multivorans 5,85 1,13 
Q4FQ18 Psychrobacter arcticus 5,85 0,86 
Q57SA0 Salmonella choleraesuis 5,85 0,86 
Q8XGC4 Salmonella typhi 5,85 0,86 
P0AC55 Escherichia coli 5,84 0,88 
A6T5J4 Klebsiella pneumoniae 5,84 0,88 
Q325F0 Shigella boydii  5,84 0,88 
Q32JA7 Shigella dysenteriae 5,84 0,88 
P0AC58 Shigella flexneri 5,84 0,88 
A1JNK1 Yersinia enterocolitica 5,84 0,88 
Q7CK21 Yersinia pestis 5,84 0,88 
Q5QVH3 Idiomarina loihiensis 5,70 0,76 
Q5ZXY8 Legionella pneumophila 5,70 0,92 
A4SST9 Aeromonas salmonicida 5,68 1,03 
A5IGX1 Legionella pneumophila 5,67 0,88 	  
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Tabla 6 (continúa) 
Código 
Uniprot KB Organismo pI 
Razón 
(A+G+S+T)  / (I+L+V+M) 
Q7VA51 Prochlorococcus marinus 5,57 0,89 
Q9EZQ3 Azoarcus sp.  5,46 1,10 
Q3IZG4 Rhodobacter sphaeroides 5,45 0,91 
Q7NQY3 Chromobacterium violaceum 5,44 0,88 
Q6FFE7 Acinetobacter baylyi  5,43 0,91 
Q1I2Z3 Pseudomonas entomophila 5,42 0,88 
C3K443 Pseudomonas fluorescens 5,42 0,88 
Q88B16 Pseudomonas syringae 5,42 0,88 
Q6D815 Pectobacterium atrosepticum 5,41 0,94 
Q9HTR6 Pseudomonas aeruginosa 5,41 0,91 
A4VGV7 Pseudomonas stutzeri 5,41 0,91 
A8LKP9 Dinoroseobacter shibae 5,4 1,18 
Q3IHR8 Pseudoalteromonas haloplanktis 5,4 0,85 
Q18ES7 Haloquadratum walsbyi 5,37 1,43 
Q4JUZ7 Corynebacterium jeikeium 5,12 1,13 
Q79VF2 Corynebacterium glutamicum 5,01 1,03 
A1R7H4 Arthrobacter aurescens 4,99 1,23 
Q65VH7 Mannheimia succiniciproducens  4,94 0,71 
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Capítulo II. 
Estructura de AmtR, el regulador global del nitrógeno 
en Corynebacterium glutamicum, en forma libre y 
unida a DNA 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Los resultados recogidos en este capítulo se encuentran publicados en 
FEBS Journal, volumen 283, páginas 1039-1059 (marzo de 2016) en un 
artículo del que soy primer autor.
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1. Contexto y contenido de este capítulo de los resultados. 
 Como se ha manifestado en la Introducción, este capítulo de 
resultados ha sido un producto no anticipado de nuestro planteamiento 
original de tratar de determinar las consecuencia estructurales de la 
modificación covalente del lazo T de las proteínas PII. En un capítulo 
ulterior se resume cómo produjimos la maquinaria uridililadora de PII, 
cómo generamos cristales de la forma uridililada de esta proteína 
señalizadora, y cómo determinamos su estructura, pero sin que 
pudiéramos visualizar el lazo T uridililado, que seguía siendo flexible, no 
pudiendo por tanto concluir qué consecuencias estructurales tenía la 
udiridililación. Como en las interacciones con sus dianas la proteína PII 
generalmente utiliza sus lazos T, que quedan fijados en el complejo y son 
por tanto visibles (Forchhammer, 2008; Radchenko y Merrick, 2011), 
decidimos tratar de cristalizar un complejo de esta proteína en el que 
fuera esencial la presencia del lazo T en su forma modificada 
covalentemente, pues dicho complejo tendría probablemente visible el 
lazo T de PII. La revisión de la literatura nos reveló (Beckers y cols., 
2005) un complejo con estas características que estaba poco estudiado, el 
que se da entre el represor transcripcional y regulador global para 
nitrógeno de la bacteria Corynebacterium glutamicum y la proteína GlnK 
de este organismo, la cual no se uridilila, pero se adenilila en el mismo 
residuo de tirosina del lazo T (Tyr51 en E. coli) que es uridililado en otras 
especies (Strösser y cols., 2004). Ello nos llevó a clonar los genes amtR, 
glnK y glnD de este organismo, a expresar y purificar las proteínas 
recombinantes producidas, y a generar a partir de ellas GlnK adenililada, 
intentando producir el complejo de la misma con AmtR y cristales de 
dicho complejo (ver más adelante). En estos intentos se obtuvieron 
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cristales, pero dichos cristales resultaron contener AmtR sola. Dada la 
importancia de la regulación para nitrógeno de C. glutamicum por el valor 
biotecnológico e industrial de esta bacteria en la producción comercial de 
aminoácidos (ver Introducción), decidimos determinar la estructura de 
este regulador transcripcional, lo que constituye el objeto de este capítulo 
de resultados y de una publicación aparecida en marzo de este año 2016, 
de la que soy primer autor y uno de los autores corresponsales (junto con 
el director de esta tesis, único autor adicional de dicho trabajo, publicado 
en FEBS Journal 2016; 283: 1039-1059). Las estructuras presentadas aquí 
de AmtR sola y unida a su DNA diana han aclarado para este factor 
homodimérico de la familia hélice-vuelta-hélice (más específicamente de 
la familia TetR de factores reguladores transcripcionales bacterianos) su 
mecanismo de unión a DNA, las bases de su especificidad de secuencia 
para su DNA diana, la existencia de rasgos estructurales únicos que 
caracterizan a AmtR y que probablemente están relacionados con su 
inactivación como represor mediante formación de un complejo con la 
proteína PII, así como su uso de un ancla N-terminal que precede a la 
hélice de interacción con el surco mayor de DNA como elemento clave 
para la interacción de AmtR con el DNA. Esta ancla se inserta en el surco 
menor del DNA. Dicho anclaje no parece ser una peculiaridad exclusiva 
de AmtR. Como se describirá más adelante, muchas proteínas de la 
familia TetR podrían utilizar el mismo mecanismo de anclaje. 
 
2. Producción de AmtR recombinante. 
 La proteína AmtR usada en estos estudios está codificada por el gen 
amtR de la cepa de C. glutamicum ATCC 13869. El DNA genómico de 
esta estirpe fue proporcionado por el Dr. J.A. Gil, de la Universidad de 
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León. La secuencia del gen reveló cuatro cambios de secuencia de 
aminoácidos con respecto a la secuencia de AmtR de la estirpe 
ATCC13032, que es la depositada en la base de datos Uniprot KB 
(identificador H7C699; http://www.uniprot.org). Estos cambios son 
Arg34His, Thr87Ile, Val141Ile y Pro203Ser.    
 El gen se clonó por un procedimiento que no requiere ligasa, en un 
plásmido de expresión de la familia pLIC, amplificándolo a partir de 
DNA genómico mediante una estrategia de PCR. La primera forma 
preparada generó AmtR con una fusión en su N-término de la etiqueta  
MH6SSGVDLGTENLYFQS (en código de aminoácidos de una letra), 
variante a la que llamamos aquí His6-AmtR. Esta es la forma que dió los 
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Fig. 27. Purificación y cristales de AmtR. (A) Geles SDS-PAGE con tinción de 
Coomassie de las purifiaciones de AmtR, en sus distintas construcciones. (B) Detalle de 
la electroforesis de AmtR. (C,D) Cristales de (C) His6-AmtR con sustitución de sus 
residuos de Met por SeMet, o (D) de AmtR-His6 en complejo con DNA (ver texto). 	
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cristales de AmtR sin DNA, y su versión marcada con SeMet (ver 
Materiales y Métodos) se utilizó para conseguir las fases a partir de 
difracción anómala del Se. La producción de esta forma en E. coli 
BL21(DE3) y su purificación mediante cromatografía de afinidad a Ni 
(Fig. 27A) se describen en detalle en el capítulo de Materiales y Métodos.  
 Para la preparación de cristales de AmtR en complejo con DNA 
generamos la proteína sin fusión N-terminal, añadiéndole en este caso una 
etiqueta C-terminal con la secuencia LEH6 y utilizando un procedimiento 
de clonación mediante ligación en un plásmido de la familia pET, 
también con expresión en E. coli BL21(DE3) y purificación por el mismo 
método de afinidad en columna de Ni (Fig. 27). La forma con la deleción 
de los aminoácios 2-15 utilizada en experimentos de retardo en gel se 
preparó mediante ingeniería de la forma con etiqueta C-terminal, y se 
purificó del mismo modo que ella (ver Materiales y Métodos) (Fig. 27A, 
vease en el panel B que es perceptible la diferencia de masa debido a la 
deleción). Para ilustrar su pureza, en la Fig. 27 se presentan los resultados 
de la electroforesis en gel de poliacrilamida en presencia de SDS de las 
distintas formas proteicas obtenidas, todas ellas producidas en forma 
altamente soluble. Dicha solubilidad permitió la concentración de las 
preparaciones proteicas hasta niveles de unos 8 mg/ml.  
 
3. Cristales de AmtR y su capacidad de difracción de rayos X 
 Como es usual, utilizamos un gran número de condiciones de 
cristalización usando bibliotecas comerciales de soluciones para cribado 
cristalográfico. La primera forma de AmtR utilizada fue la forma 
recombinante con una etiqueta N-terminal de His6 (ver Materiales y 
Métodos). Los primeros cristales (llamados Apo-nativa, Tabla 7) 
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aparecieron usando como solución de cristalización 0,2 M Li2SO4 y 20% 
PEG 400. Tenían forma cúbica y un tamaño de unos 0,1 mm y difractaron  
rayos X en el sincrotrón ESRF (Grenoble, Francia) a una resolución de 
hasta 2,25 Å, revelando un grupo espacial P3221 y una celda de 69,3 Å, 
69,3 Å y 92,7 Å. A partir del volumen de la unidad asimétrica y la masa 
molecular de la His6-AmtR deducida a partir de su secuencia (27 kDa), se 
estimó como probable que la unidad asimétrica contuviera una única 
subunidad de proteína y un 48% de solvente. Intentamos encontrar las 
fases mediante reemplazo molecular utilizando como modelos las 
estructuras de una subunidad de otros tres reguladores de la familia TetR 
(pues la secuencia de AmtR la identificaba como miembro de esta 
familia, Jakoby y cols., 2000) que poseían el grado más alto posible de 
identidad de secuencia con AmtR. Así, tras una búsqueda por BLAST 
contra las proteínas depositadas en el PDB, se utilizaron proteínas de 
Thermobifida fusca, de Ruegeria pomeroyi y de Thermus termophilus, 
con identificadores respectivos en el PDB, 3DCF, 3DPJ y 3VPR (proteína 
PfmR). A pesar de utilizar modelos con sus residuos sustituidos por 
alanina, y de usar dos programas diferentes para el reemplazo [Molrep 
(Vagin y Teplyakov, 1997) y Phaser (McCoy y cols., 2007)], no 
conseguimos una solución aceptable, por lo que decidimos recurrir al uso 
de His6-AmtR con sustitución de Met por Se-Met, utilizando para 
encontrar las fases la difracción anómala del Se (Hendrickson y cols., 
1990). Los cristales de esta forma (Fig. 27C), a los que denominaremos 
Apo-SeMet (Tabla 7), aparecieron tras varias semanas y en pequeña 
cantidad en una condición de cristalización distinta a la encontrada con 
Apo-nativa, usando como solución de cristalización 0,2 M NaCl, 0,1 M 
fosfato sódico/potásico pH 7 y 6% PEG 8000. Los cristales, con forma de 
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cuboides rectangulares y 0,1 mm en su máxima dimensión, se llevaron al 
sincrotrón ESRF (Grenoble, Francia), recogiéndose juegos de datos de 
difracción a 2,65 Å de resolución usando rayos X de una longitud de onda 
de 0,9791 Å. El grupo espacial fue H3 y la celda unidad tenía 
dimensiones de 160,5 Å, 160,5 Å y 52,4 Å. Las fases se determinaron con 
AutoSol (Terwillinger y cols., 2009) mediante la aproximación de 
difracción anómala a una sola longitud de onda (SAD) (Hendrickson y 
cols., 1990), tras la búsqueda de la señal de los ocho átomos de selenio. 
Las fases obtenidas permitieron el trazado inicial automatizado con 
AutoSol, continuando el trazado del modelo y su afinado como se 
describe en la parte metodológica. El modelo reveló un dímero proteico 
en la unidad asimétrica (contenido de solvente de 49%), y las estadísticas 
del modelo final fueron excelentes, con unos valores de Rfactor y Rfree de 
20,9 y 24,2 %, respectivamente, y sin ningún residuo en la zona no 
permitida de la representación de Ramachandran (Tabla 7). 
 Una vez determinada la estructura de Apo-SeMet utilizamos una 
subunidad del modelo final para obtener las fases del cristal de Apo-
nativa. El reemplazo molecular con Phaser dio una solución con una 
subunidad por unidad asimétrica (48,6% de solvente) que generaba el 
dímero de AmtR por simetría cristalográfica. El modelo inicial se mejoró 
tras diversos ciclos de modelado y afinado hasta que se logró una  
estructura final con buenos valores de calidad (Rfactor/ Rfree = 22,0/24,9 %) 
y, de la misma manera que el cristal anterior, ningún residuo en las zonas 
no permitidas de la representación de Ramachandran (Tabla 7). 
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Tabla 7. Recogida de datos de difracción de rayos X y estadísticas de afinado 
Cristal/ Código PDB Apo-SeMet/5DY1 Apo-nativa/5DXZ AmtR:DNA/5DY0 
                                      Recogida de datosa 
Sincrotrón (Línea) ESRF (ID29) ESRF (ID23-2) DLS (I-04) 
Longitud de onda (Å) 0,9791 0,8726 0,9795 
Grupo espacial H3 P3221 P2221 
Celda unidad a; b; c (Å) 160,5; 160,5; 52,4 69,3; 69,3; 92,7 101,7; 137,4; 239,9 
                      α; β; γ (º) 90, 90, 120 90, 90, 120 90, 90, 90 
Contenido de solvente (%) 49,1 48,6 82,0 
Coeficiente de Matthews 2,42 2,39 6,16 
Rango de resolución (Å) 49,06 - 2,65 36,69 - 2,25 119,94 - 3,00 
Reflexiones, totales/únicas 47.544/14.116 
(4.134/1.790) 
139.352/12.703  
(12.890/1.158) 
295.546/67.304 
(20.906/4.525) 
Completitud (%) 96,4 (82,8) 100,0 (100,0) 99,0 (99,8) 
Multiplicidad 3,4 (2,3) 11,0 (11,1) 4,4 (4,6) 
I/σI 10,4 (2,1) 22,5 (6,5) 17,1 (2,1) 
CC1/2 (%) 99,5 (70,3) 99,9 (95,8) 99,9 (77,4) 
Factores B de Wilson (Å2) 41,20 38,76 75,80 
Rpimb (%) 6,1 (30,1) 2,9 (18,3) 2,9 (35,8) 
Fases SeMet: Átomos de Se  8 - - 
                       RCRanomc 1,336 - - 
                       FOMd 0,27 - - 
 Afinamiento 
Resolución 49,06 - 2,65 36,69 - 2,25 119,94 - 3,00 
Reflexiones, usadas/omitidas 1.3410/706 12.068/635 63.939/3365 
Rfactore/Rfreef (%) 20,9/24,2 22,0/24,9 20,6/22,4 
Rmsd enlaces. Longitud (Å) 0,005 0,014 0,009 
                        Ángulo (º) 1,00 1,50 1,38 
Cadenas polipeptídicas 2 1 4 
Átomos de proteína 3.120 1.531 6.600 
Cadenas de oligonucleótido 0 0 4 
Moléculas de H2O 12 35 0 
Factores B (Å2):    Proteína 52,5 44,5 94,0 
                                   DNA - - 96,0 
                                     H2O 30,5 42,8 - 
Estereoq. Fav/Perm/no perm (%)g   97,5/2,5/0,0 99,0/1,0/0,0 96,8/3,2/0,0 
aValores entre parentesis para los datos en la celda de mayor resolución. 
b!!"# =  !/(!!!)!!" |!!(!!")!!(!!")|!!!!!!(!!")!!!!!!"  . cCalculado con AIMLESS (Evans y Murshudov, 2013) 
dFigura de mérito después de la modificación de densidad. 
e!!"#$%& = |!!"#|!|!!" !!"#!|!!"#!!"  donde Fobs y Fcalc son los factores de estructura observados y 
calculados, respectivamente. fRfree igual que Rfactor, pero calculado con el 5% de los datos 
omitidos del afinamiento. 
gCalculado con RAMPAGE (Lovell y cols., 2003)  
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4. Estructura de la molécula de AmtR 
 En las dos subunidades de Apo-SeMet y en la de Apo-nativa se  
observaron todos los residuos excepto la etiqueta de polihistidinas N-
terminal, los 19 residuos iniciales y los dos finales (residuos 221-222). 
Además, en la subunidad de la unidad asimétrica de Apo-nativa los 
residuos 86-89 del lazo que conecta la hélice 4 con la 5 no se trazaron 
debido a la existencia de insuficiente densidad electrónica. 
 Las estructuras de las tres subunidades trazadas de las formas apo 
de AmtR (nativa o con SeMet) son muy similares (Fig. 28). La 
superposición de las dos cadenas del cristal Apo-SeMet da un rmsd de 
1,02 Å para 221 Cα, y la superposición de la subunidad B de Apo-SeMet 
con la única subunidad del cristal Apo-nativa da un rmsd de 0,68 Å para 
197 átomos de Cα. Las dos subunidades de Apo-SeMet definen un 
homodímero con las características de la familia TetR. El dímero de Apo-
SeMet y el generado por simetría cristalográfica para Apo-nativa son muy 
similares a pesar de los diferentes grupos espaciales y dimensiones de 
celda unidad (rmsd de los dímeros, 0,97 Å para la superposición de 394 
Cα). De acuerdo con la predicción a partir de la secuencia, la estructura 
de AmtR demuestra claramente la pertenencia de esta proteína a la familia 
de reguladores transcripcionales TetR, cuya unidad básica es un 
homodímero. Como es característico para esta familia, cada subunidad 
está compuesta únicamente por hélices alfa, con las tres hélices más N-
terminales formando un dominio que ha sido identificado en otros 
miembros de la familia como el de unión a DNA (DNB, de sus siglas en 
inglés) mientras que las demás hélices pertenecen al dominio de 
dimerización (conocido en la familia TetR como dominio de unión de 
ligandos y dimerización, LBD) (Fig. 28A,B). 
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Fig. 28. Estructura de AmtR de C. glutamicum. Se marcan en al menos una 
subunidad los elementos de estructura  secundaria (A, B) Dímeros encontrado en la 
unidad asimétrica del cristal de Apo-SeMet (A) o  generado al aplicar la simetría 
cristalográfica a la subunidad encontrada en la unidad asimétrica (coloreada) del 
cristal de Apo-nativa (B). En ambos paneles una línea discontinua señala la posición 
del eje de simetría del dímero, se colorea en azul el dominio DNB (hélices 1-3) y en 
rojo el dominio LBD, y se indica la desviación de la hélice 4 respecto a la linealidad. 
En (B) se resalta en magenta el lazo α8-α9. (C) Hélices 5 a 7 de AmtR-SeMet, que 
forman el triángulo central (representado con una línea discontinua)	
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 El dominio DNB es el más conservado estructuralmente respecto a 
otros miembros de la familia (Fig. 29). De sus tres hélices, la primera, que 
es la más larga del dominio, se sitúa transversalmente respecto al eje 
mayor de simetría que relaciona las dos subunidades del dímero. Esta 
hélice parece constituir un andamiaje sólido sobre el que ubicar las otras 
dos hélices, que forman el motivo hélice-giro-hélice o HTH de unión a 
DNA (en azul en la Fig. 28). La arquitectura de este dominio DNB es 
muy similar a la observada en otros miembros de la familia TetR (rmsd 
medio 1,03 Å para la superposición de 43 átomos Cα de los de AmtR con 
QacR, TetR, CgmR y RutR, identificadores respectivos en el PDB 1JT0, 
1QPI, 2YVH y 4X1E) (Fig. 29).  
 El dominio LBD comprende el resto de hélices (de la 4 a la 10). 
Entre las proteínas de la familia TetR este es el dominio con mayor 
variabilidad a nivel de secuencia, aunque suelen estar conservados tanto 
el número como la disposición de las hélices (Yu y cols., 2010). En 
AmtR, la hélice 4 es la más larga de la proteína (Fig. 28). Recorre 
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Fig. 29. Conservación de la estructura del dominio DNB en la familia TetR. Vista 
estereoscópica de la superposción de las cadenas principales (representación de 
varillas) de los dominios DNB de AmtR (forma apo-nativa; en rojo, residuos 20-62), QacR 
(verde, residuos 3-45, PDB 1JT0), TetR (gris, residuos 5-47, PDB 1QPI), CgmR 
(magenta, residuos 5-47, PDB 2YVH) y RutR (azul, residuos 19-61, PDB 4X1E). 
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lateralmente la estructura a lo largo de la misma, desde el dominio DNB 
hasta el extremo opuesto de la molécula y presenta una angulación en su 
parte central. Las tres hélices siguientes (5, 6 y 7) forman el llamado 
triángulo central, característico de la familia TetR, donde se suelen 
acomodar los ligandos en los miembros de esta familia (Yu y cols., 2010) 
(Fig. 28C). Las hélices 8-9 proveen la zona mayor de interacción entre las 
dos subunidades del homodímero, contactando principalmente con las 
mismas hélices de la subunidad vecina. AmtR presenta una hélice C-
terminal (la 10), que generalmente no está presente en otras proteinas de 
la familia TetR. Considerados conjuntamente, los dos dominios LBD del 
dímero constituyen un haz de 12 hélices en el que participan todas las 
hélices de cada dominio LBD excepto la hélice 6, que sigue un curso 
transversal al de las demás hélices, formando el límite con el dominio 
DNB (Fig 28). 
 
5. El dominio LBD presenta rasgos únicos o muy característicos de 
AmtR 
 El dominio C-terminal de AmtR presenta algunos rasgos 
estructurales únicos o muy característicos cuando se compara con el de 
otras proteínas de la misma familia. A continuación se detallan los rasgos 
únicos principales. 
 
5.1. Hélice 4 
 Como se ha indicado, esta hélice es la más larga de la proteína. Un 
rasgo no exclusivo pero muy característico de esta hélice de AmtR es que 
presenta un pliegue o angulación a mitad de la misma, provocado por la 
presencia de la Pro77 (residuo característico de AmtR y no presente en 
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Fig. 30. (A) Superposición en estéreo de la cadena principal de la hélice 4 deAmtR Apo-
SeMet (subunidad A, rojo y B, azul), Apo-nativa (verde) y en complejo con DNA 
(amarillo). La esfera gris marca el Cα  de la Pro77. (B) Alineamiento de secuencia de la 
hélice 4 de AmtR y de proteínas con estructura similar. Conservación: fondo negro. 
Pro77 de AmtR en rojo sobre fondo amarillo. (C) Visión estereoscópica de la cadena 
principal de parte de la hélice 4 de la subunidad B de AmtR del cristal de Apo-SeMet 
para mostrar la Pro77 que produce la angulación y la pérdida de cuatro puentes de 
hidrógeno mediados por los átomos de oxígeno (en rojo; los átomos de N están en azul; 
los puentes de hidrógeno en línea interrumpida roja) de la cadena principal de los 
residuos 70, 71, 73 y 74. 	
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otras proteínas de la familia) (Fig. 30A,B), que conlleva la pérdida de 4 
puentes de hidrógeno de la alfa-hélice (en los que deberían estar 
involucrados los residuos 70, 73, 74, 75; Fig. 30C). La desviación de la 
linealidad (estimada con el servidor HELANAL PLUS; 
http://nucleix.mbu.iisc.ernet.in/helanalplus/index.html; Kumar y Bansal, 
2012) es variable, de 27° en la subunidad de la forma Apo-nativa, y de 
20° y 31°, respectivamente, para las subunidades A y B de Apo-SeMet. 
Como se verá más adelante, las formas de AmtR unidas a DNA presentan 
desviaciones de ~20º con respecto a la linealidad, lo que sugiere que la 
angulación de esta hélice o se afecta por los cambios conformacionales 
asociados a la unión de DNA o está involucrada en ellos (ver más 
adelante). De hecho, en una proteína de esta familia que es un sensor del  
B
160°149°160°
A
AmtR:DNA
(5DY0)
AmtR:DNA
(5DY0)
Apo-nativa
(5DXZ)
Apo-SeMet
(5DY1)
153° 175,5°
Rha06780
(2NX4)
TetR
(2TRT)
Fig. 31. Angulación de la hélice 4. (A) Representación en cintas de los diferentes 
dímeros de AmtR observados o generados en los tres cristales de este trabajo, así 
como de los dímeros de Rha06780 de Rhodococcus jostii y TetR de E. coli (códigos 
PDB entre paréntesis). Las proteínas están coloreadas de gris excepto la hélice 4 que 
se muestra coloreada en rojo, amarillo o azul. (B) Detalle de las hélices 
correspondientes. 
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Tabla 8. Desviaciones de la linealidad de la hélice 4 en miembros de la familia TetR 
próximos estructuralmente a AmtR, en AmtR, y en otros miembros de la familia en que 
existen estructuras sin y con DNA unido. 
Proteína  Organismo Desviación (º) Códigos PDB 
  Sin DNA Con DNA Sin DNA Con DNA 
PfmR Thermus thermophilus 9; 13 - 3VPR - 
FadR Mycobacterium tuberculosis 5; 9 - 4G12 - 
Putativa 1 Rhodococcus jostii 2; 2; 1; 3 - 2NX4 - 
Putativa 2 R. jostii 6; 8 - 3HIM - 
Putativa 3 R. jostii 21; 17 - 2IBD - 
Putativa Bordetella parapertussis 8 - 3CCY - 
Putativa Saccharomonospora viridis 6 - 4NEL - 
Putativa Streptomyces coelicolor 6; 7 - 3G7R - 
Putativa Bacillus subtilis 10; 20 - 1VI0 - 
AmtR  Corynebacterium glutamicum 20;31;27 20 5DXZ;5DY1 5DY0 
CprB  S. coelicolor 8; 8 8; 5; 7; 11 1UI5 4PXI 
Pa2196  Pseudomonas aeruginosa 8; 7 7; 8; 7; 8 3RD3 4L62 
SlmA  Klebsiella pneumoniae 3 7;7;6;12;12;12 4GFL 4GCK,4GCL 
SlmA Vibrio cholerae 5; 7 13; 19 4GFK 4GCT 
Putativa Thermotoga maritima 16 17; 17 2ID6 4I6Z 
DesT  P.aeruginosa 15; 10 7; 12 3LSJ 3LSP,3LSR 
CgmR  C. glutamicum 10; 11 6; 3; 6; 6  2YVE 2YVH 
QacR  Staphylococcus aureus 3;4;15;16 10; 8; 6; 11  1JT6 1JT0 
 
grupo hemo, HrtR, los cambios en la hélice 4 constituyen un mecanismo 
clave en la determinación de la conformación del dominio DNB, y por 
tanto en la modulación de la unión del DNA  (Sawai y cols., 2012).  En 
todo caso, nuestras estructuras han revelado tres tipos de dímeros de 
AmtR según la angulación de la hélice 4, uno en que ambas hélices tienen 
una elevada angulación, otro con las dos hélices más extendidas, y una 
tercera híbrida, en la que una subunidad presenta elevada angulación y la 
otra la presenta menor (Fig. 31A).  
 Destacaremos la peculiaridad de esta angulación de la hélice 4 de 
AmtR, pues los miembros estructuralmente más cercanos de la familia 
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TetR [estimación de proximidad usando DALI (Holm y Rosenström, 
2010)] presentan desviaciones mucho menores. Así, una de las más 
próximas (Rha06780 de Rhodococcus josti; PDB: 2NX4; Yu y cols., 
2010) carece virtualmente de desviación (Fig. 31A y Tabla 8). En 
promedio, las desviaciones en otras proteínas (Tabla 8) son de unos 10º, y 
solo en una de las proteínas analizadas (de Bacillus subtilis, PDB 1VI0; 
Badger y cols., 2005) se da asimetría en las angulaciones de las hélices 4 
de ambas subunidades (desviaciones de unos 10° y 20°).  
 Las estructuras de complejos con DNA de proteínas de esta familia 
también presentan la hélice 4 en conformación esencialmente recta 
(desviaciones de 5-10°). Solo en SlmA está mucho más estirada en su 
versión apo (6°) que en la unida a DNA (15°) (Tabla 8). Sin embargo, hay 
que decir que en muchas de las estructuras de proteínas de la familia TetR 
como en TetR mismo (Fig. 31) la hélice 4 es corta pues a partir del punto 
de angulación deja de tener estructura helicoidal, estando extendido el 
segmento restante hasta el comienzo de la hélice 5. 
5.2. Lazo α8-α9 
 La extensión y disposición de este gran lazo de 16 residuos 
(aminoácidos 171-186 Figs. 28 y 32) que conecta las hélices de 
dimerización, contrastan con los del conector equivalente de otros 
miembros de la familia, que en unos casos (como en PfmR, QacR o TetR; 
Agari y cols., 2012; Schumacher y cols., 2001; Hinrichs y cols., 1994) es 
un lazo de 5-9 residuos (Fig. 33 A), y en otros casos (como RutR) es una 
pequeña hélice transversal (hélice α8*) (Nguyen y cols., 2015) (Fig. 
33B,C). En esas otras proteínas el conector contacta siempre con la 
subunidad vecina. Por contraposición, el lazo α8-α9 de AmtR no contacta 
con la subunidad vecina, extendiéndose sobre la subunidad a la que 
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pertenece, adoptando una forma que recuerda a la de dos cuchillas de una 
hélice propulsora de tres cuchillas (Fig. 34). Mediante una cuchilla 
establece contactos con el dominio DNB (hélice 1) y mediante la otra 
contacta con la hélice 10, conectando así los extremos opuestos de su 
subunidad (Fig. 28B). La secuencia de este lazo está bastante conservada 
en corinebacterias, (Fig. 32), conteniendo al menos dos e incluso tres o 
cuatro residuos de prolina, así como varios residuos muy polares. Estos 
rasgos de secuencia sugieren una fuerte presión evolutiva para mantener 
A GlnK            37    GQQKGHTEVYRGAEYAVD                               
Cglut st13869  169 ··MRRNDGKIPSPLSADSLPE······LGASLPADRVEKTLELIKQADAK    222 
Cglut st13032  169 ··MRRNDGKIPSPLSADSLPE······LGAPLPADRVEKTLELIKQADAK    222 
Ceffi          170 ··MRRNDGKVPSPLSEDSLPD······LGADLPGDRVERTLELLRQADAK    223 
Ccall          169 ··MRRNDGTVPSPLG-DSIPD······LGAKLPEDRVEKTLNLIKQADAK    221 
Cdiph1         170 ··MRSNDGVVPEPLRDEELPA······VGAALPDDRVEWTLNLIRTLNN-    222 
Cdiph2         170 ··MRSNDGVVPEPLRDDELPV······VGAELPDDRVEWTLNLIRTLND-    222 
Culce          170 ··MRPNNGVVPEPLKDDSLPP······VGAELPADRIERTLELLAAVDKK... 227 
Cacco          170 ··MRPNNGTPPYAAA-QSVPE······LGATVPEDAEAMTLELLKNRNDS... 239 
Cstri          170 ··MRPNNGTPPFDAS-QRVPE······LGAKVPDNAEETTLELLKNRHDS... 239 
Cauer          170 ··MRPNDGNAPFDAS-QRVPE······LGATPPENAEATTLELLKNRNDS... 238 
Ccamp          170 ··MRPNDGTPPFDAS-QRVPE······LGISAPANAEEETLELLKHRNDS... 233 
Csing          170 ··MRPNDGTAPFDAS-QRVPE······LGTTPPDAAEATTLELLKNRNDS... 238 
Cmari          170 ··MRSNDGSVNPDAVGTLHPT······LHAPLPEDRVQRTLALLA-----    222 
Cuter          170 ··MRSNDGSVNPDAVGTLHPT······LHAPLPEDRVQRTLALLA-----    217 
Ctest          170 ··MRPNDGTIPEPLSTSSLPS······LHAPLPDDREARTLELIAQVGAP... 216 
Ckuts          170 ··MRPNNGVIPEPLTEDRLPE······VHAELPENRVEQTLAMLKEDV--    221 
Cpseu          170 ··MRPNNGIVPEPLKNDSLPS······VGAELP-VRVERTMELLAAVDKK... 226	
α8 α9 α10 ...	
Am
tR
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B AmtR apo AmtR en complejo con DNA 
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subundad A 
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Dominio LBD de RutR o AmtR 
AmtR subunidad B 
RutR  
α8 
α8* 
α8 
D
α8 - α9 α9 - α10 
Fig. 32. Alineamiento de las secuencias del lazo α8-α9, del giro α9-α10 y de la hélice 
α10 (esquematizados en la parte superior de la figura) de AmtR de dos estirpes de C. 
glutamicum y de otras corinobacterias. Las especies (y cuando se i dica, la estirpe) e 
identificadores en la base de datos de Uniprot de las proteínas AmtR correspondiente 
son, de arriba hacia abajo, los siguientes (especie/código): C. glutamicum ATCC13869 / 
----; C. glutamicum  ATCC13032 / Q79VH8 o H7C699; C. efficiens / Q8FR27; C. callunae 
/ M1UY13; C. diphtheriae / A0A0D6FQN8; C. diphtheriae ATCC700971 / Q6NID1; C. 
ulcerans / G0CY51; C. accolens / E0MWK4; C. striatum / C2CM41; C. aurimucosum / 
C3PF10; C. camporealensis / A0A0F6TAZ3; C. singulare / A0A0B6EPL5; C. marinum / 
A0A0B6TK39; C. uterequi / A0A0G3HFI8; C. testudinoris / A0A0G3H639; C. kutscheri / 
A0A0F6TEA6; C. pseudotuberculosis C231 / D9Q9A8. Los residuos identicos o similares 
se muestran con letras blancas sobre fondo negro o gris, respectivamente, cuando la 
prevalencia de los residuos conservados es mayor de 8 en las secuencias alineadas. 
Las prolinas que no cumplían estos criterios se han señalado con letras rojas sobre 
fondo amarillo. Los puntos indican aminoácidos no representados. La secuencia del lazo 
T de GlnK de C. glutamicum (código uniprot H7C694) se ha alineado arriba, con los 
residuos similaresal lazo α8-α9 rodeados por un cuadrado. 
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subunidad A 
RutR 
Dominio LBD de RutR o AmtR 
AmtR subunidad B 
RutR  
α8 
α8* 
α8 
α8 α9 
α10 
α8 α9 
α10 
A
B C
Fig. 33. Comparación del dominio LBD de AmtR con el de otras proteínas de la familia 
TetR (A) Vista estereoscópica de la superposción de los dominios LBD de AmtR (rojo) y 
QacR (verde, PDB 1JT0) representados en modelo de cintas. (B) Superposición (en 
modelo de cintas) del dominio LBD de AmtR apo nativa (en rojo) sobre el mismo dominio 
de RutR (PDB:4X1E; Nguyen y cols., 2015), con una subunidad en azul y la otra en gris. 
Se muestra cómo la hélice 8* de RutR (en azul claro) se proyecta sobre la otra 
subunidad, mientras que el correspondiente lazo α8-α9 de AmtR (en rosa) se retira 
sobre su propia subunidad. (C) Detalle de la superposición del panel C, ilustrando en gris 
la superficie de la subunidad de RutR para mostrar la cavidad bloqueada por la hélice 8* 
de RutR. 
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esta región como un lazo extendido, lo 
que sería esperable si la forma 
específica de lazo fuera funcionalmente 
relevante. Curiosamente (ver más 
adelante, en la Discusión), este lazo 
presenta cierta similitud de longitud y 
secuencia con el lazo T de GlnK de C. 
glutamicum (Fig. 32), el lazo de 
interacción de la proteína PII, proteína 
que se cree es el efector alostérico de 
AmtR (Beckers y cols., 2005). 
 En la porción de este lazo que corresponde a la segunda cuchilla se 
inscribe una cavidad de unos 8 Å de diámetro que está bordeada por 
numerosos átomos polares (Fig. 35). Existe otra cavidad de similar 
dimensión pero peor definida entre la base de la primera cuchilla y las 
hélices 8 y 9 de la misma subunidad (Fig. 35). En las estructuras de las 
formas apo estas cavidades acogen en su interior (no mostrado) moléculas  
de agua o de posibles iones (quizá Ca), pero dichas cavidades son 
demasiado pequeñas para acomodar ligandos más grandes, de los 
característicos en proteínas de la familia TetR (Yu y cols., 2010). Tal falta 
de unión de ligandos típicos viene apoyada por la no inducción de 
fluorescencia significativa cuando se añadió 1-anilino-8-naftaleno 
sulfonato (ANS) a la solución de AmtR (Fig. 36). El ANS se ha propuesto 
como mimético fluorescente de los ligandos naturales de las proteínas de 
la familia TetR, como corroboramos experimentalmente aquí con la 
proteína TtgR de Pseudomonas putida (Fig. 36B) utilizada en estos 
estudios como control positivo (Espinosa-Urgel y cols., 2015; Fernández-
Fig. 34. Lazo α8-α9 
superpuesto sobre una hélice 
de avión para sustentar la 
similitud de su morfología con 
la de la hélice.  
1 
2 
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Cavidades pequeñas 
AmtR apo 
AmtR en complejo con DNA 
a b 
-5 +5 
Fig. 35. Representación de parte de la superficie del dímero de AmtR en el cristal de 
Apo-nativa (arriba) y en el del complejo con DNA (abajo; no se muestra el DNA), para 
ilustrar la existencia de una cavidad grande en el espacio entre subunidades y de dos 
cavidades pequeñas inscritas en el lazo α8-α9 (recorrido de su cadena principal ilustrado 
en línea negra gruesa). Se representa el potencial de parte de la superficie (calculado 
con APBS (Baker y cols., 2001), del azul al rojo como se indica al pie de la figura. La 
escala muestra el rango de valores para el coeficiente adimensional dado por APBS 
para el cálculo del potencial de superficie.	
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Escamilla y cols., 2015; Yu y cols., 2010). La falta de unión de un ligando 
no macromolecular a AmtR está de acuerdo con la propuesta de que el 
efector de este represor transcripcional es la proteína PII (Beckers y cols., 
2005). 
 Una consecuencia del repliegue del lazo α8-α9 sobre su misma 
subunidad en vez de proyectarse sobre la otra subunidad, como es el caso 
para la hélice conectora de RutR, es que la cavidad que en RutR está 
cubierta por dicho conector (Nguyen y cols., 2015), que es donde se 
encuentra el sitio para el efector de RutR (uracilo) (Shimada y cols., 
2007), está descubierta en AmtR. Dicha cavidad, formada sobre todo en 
la otra subunidad, pero limitada por la unión entre ambas subunidades, es 
muy grande, de aproximadamente 450 Å3, (Fig. 35), de forma 
aproximadamente cónica, y de superficie fuertemente polar. Definen esta 
cavidad en una subunidad los finales de α5 y α6 y las tres primeras 
vueltas de α7 y la mayoría de α8, y, en la otra subunidad, la parte inicial 
de α6*, el final de α8* y el comienzo del lazo α8*- α9*. La cavidad se 
hace más estrecha y tiene el fondo abierto en el complejo de AmtR con 
A B
Fig. 36. Ensayos de fluorescencia con ANS. (A) Molécula de ANS. (B) Espectros de 
emisión de fluorescencia de mezclas de 0,5 µM TtgR o AmtR (concentración de 
dímero) con 50 µM de ANS. Los valores se han corregido para la muy baja 
fluorescencia que da 50 µM de ANS en ausencia de proteína.	
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DNA (ver más adelante), y, así, en este complejo se conectan las dos 
cavidades del dímero a través de un verdadero túnel (Fig. 35). Dadas 
estas diferencias dependiendo de la ausencia o presencia de DNA, dicha 
cavidad podría participar en la puesta en marcha de la disociación del 
complejo con DNA si la unión de GlnK estabilizara la forma cónica de la 
cavidad que encontramos en las formas Apo de AmtR. 
5.3. Hélice 10 
 Esta hélice extra C-terminal (residuos 208-218) (Fig. 32), la más 
externa del dímero en relación al eje binario, interacciona con el lazo α8- 
α9 y entierra lejos del solvente el final de α4 y el comienzo de α5 (Fig. 
37). A juzgar por las comparaciones de secuencia (Fig. 32), esta hélice es 
de presencia constante en AmtR de corinebacterias, y está conectada con 
la hélice que la precede mediante un lazo de 7 residuos que está también 
conservado, incluida una prolina invariante (en algunas secuencias hay 
una segunda prolina; ver Fig. 32). Por tanto, parece existir una fuerte 
presión selectiva para mantener el conector de 7 residuos, y por tanto, 
para tener una hélice 10 separada. Cuando emergió AmtR esta hélice 
pudo formarse por rotura de una hélice 9 muy larga, frecuente en 
miembros de la familia TetR (ver por ejemplo TetR de Escherichia coli; 
PDB 1QPI; Orth y cols., 2000), mediante la introducción del conector de 
7 residuos que contiene prolina. 
 
6. Cristales de AmtR con DNA: una red de dobles cadenas paralelas 
de DNA entrecruzadas por dímeros de dímeros de AmtR 
 También determinamos la estructura, a resolución de 3 Å, de 
cristales de AmtR unido a DNA. Hay que decir que realizamos numerosas 
pruebas fallidas de cristalización de AmtR tanto con la etiqueta de 
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polihistidinas en el extremo N-terminal como fusionada al C-término   
(AmtR-His6), probando diferentes oligonucleótidos que simulaban un 
sitio de unión de AmtR. Finalmente obtuvimos cristales a partir de una 
mezcla de 120 µM de AmtR con la etiqueta C-terminal (AmtR-His6) y 
una concentración similar (125 µM) de doble cadena de un 
oligonucleótido con la secuencia ATTATCTATAGATCTATAGATAATGC 
(donde se subraya la secuencia constante del motivo canónico de unión, 
CTATn6ATAG). Esta secuencia es una forma idealizada del sitio consenso 
de unión para AmtR (Beckers y cols., 2005; Hasselt y cols., 2011), 
diseñada para que tenga una autocomplementación perfecta. Nuestra 
secuencia incluye cinco bases por arriba y por abajo de la secuencia 
consenso, así como las bases GC (en cursiva en la secuencia) en el 
extremo 3' para que las dobles hélices palindrómicas puedan conectarse 
entre sí. 
α5 
α4 
α2 
α6 
α8 α5 
α7 
α2 
α1 
α6 
α8* 
α9 
α10 
A B C
Fig. 37. La hélice 10. (A) Representación en cilindros de una subunidad de SeMet-
AmtR apo, con la hélice 10 coloreada en amarilo. (B)  Representación en cilindros de 
una subunidad de TetR (PDB 2TRT; Hinrichs y cols., 1994). (C) Superposición de las 
hélices 9 de TetR (azul) con 9 (gris) y 10 y su conector (amarillos) de AmtR.	
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 Los cristales AmtR:DNA tuvieron forma trapezoidal con tamaño 
máximo de 0,5 mm (Fig. 27D). Se sometieron a difracción de rayos X en 
los sincrotrones  ALBA (Barcelona) y Diamond (Oxford, Reino Unido). 
B Subunidad D 
α10’ 
lazo 
α9-α10 
Subunidad B 
Subunidad C 
α9 
α9 
α10 
α10’ α9’ 
lazo α9’-α10’ 
lazo 
α9-α10 lazo α9’-α10’ 
Subunidad A 
A
 
Fig. 38. La estructura de AmtR:DNA. (A) Representación en modelo de cintas de AmtR 
en complejo con DNA (naranja). AmtR está coloreada de azul (dominio DNB) y rojo 
(dominio LBD) y cada subunidad del dímero tiene tonalidades diferentes de estos dos 
colores. En la figura se representa una unidad asimétrica (recuadro con línea continua) y 
las moléculas que la rodean en su mismo plano, formado por una red de moléculas de 
DNA conectadas entre sí. El recuadro discontinuo señala la zona de contacto entre los 
dos dímeros de AmtR presentes en la unidad asimétrica. Esta zona se encuentra 
ampliada en (B), con las hélices 9 y 10 representadas como cilindros. 
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El cristal que difractó a mejor resolución lo hizo a 3 Å. Pertenecía al 
grupo espacial P2221 con celda unidad de dimensiones 101,7 Å × 137,4 Å 
× 239,9 Å. Se encontraron las fases por reemplazo molecular con Phaser 
(McCoy y cols., 2007) utilizando como modelos de búsqueda la 
subunidad de Apo-nativa y una cadena de DNA extraída del complejo 
QacR:DNA (PDB 1JT0; Schumacher y cols., 2002). En la unidad 
asimétrica del cristal se encontraron dos dímeros de AmtR y dos dobles 
cadenas de DNA (Fig. 38A, dentro del recuadro). Los dos dímeros de 
AmtR y las dos doble hélices de DNA presentes en la unidad asimétrica 
se relacionan entre sí mediante simetría no cristalográfica 
aproximadamente binaria alrededor de un eje perpendicular al plano que 
contiene los ejes binarios moleculares de ambos dímeros de AmtR (Fig. 
38A,B). Así, el cristal es una verdadera red de dobles cadenas paralelas de 
DNA entrecruzadas por dímeros de dímeros de AmtR que están unidos al 
DNA por sus dominios DNB y entre sí por el extremo opuesto del dímero 
(Fig. 38A). Esta organización resulta en una estructura con grandes 
huecos y con un porcentaje de solvente inusualmente alto (82%; tabla 7). 
Un único dímero del represor transcripcional se une a cada sitio para 
AmtR del DNA ("caja AmtR"), lo que contrasta con la unión de dos 
dímeros a una sola secuencia diana observada con algún otro miembro de 
la familia TetR (Schumacher y cols., 2002; Itou y cols., 2010; Kim y 
cols., 2013; Tonthat y cols., 2013). Los contactos entre los dos dímeros de 
AmtR involucran a los lazos que conectan las hélices 9 y 10 (Fig. 38B). 
Sin embargo, a juzgar por la pequeña superficie sepultada por las 
interacciones entre dímeros (435 Å2 por dímero) y por la estimación 
arrojada por el servidor PISA (Krissinel y Henrick, 2007) de una ∆Gdiss = 
-5,7 kcal/mol, los tetrámeros de AmtR no son muy estables. De hecho, la 
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cromatografía de exclusión molecular demostró (Fig. 39) que la adición 
de AmtR–His6 aumentó la masa aparente del pico de DNA en una masa 
estimada que concuerda con la esperada para la unión al DNA de un 
único dímero de AmtR–His6 (52 kDa). A pesar de ello es concebible que 
puedan formarse dímeros de dímeros de AmtR in vivo similares a los 
observados en el cristal con DNA en regiones cromosómicas donde exista 
una alta densidad de cajas AmtR. 
 
7. Rasgos generales del complejo con DNA, y deformaciones 
inducidas en el DNA 
 En la estructura del complejo AmtR-DNA las hélices 3 y 3', que 
pertenecen al motivo HTH de cada subunidad del dímero, se insertan en 
dos surcos mayores consecutivos de la doble hélice de DNA que 
contienen la parte central palindrómica de la caja AmtR (Fig. 40). 
Además, la extensión N-terminal que precede a estas hélices (residuos 1-
Fig. 39. Cromatografía de exclusión molecular 
de AmtR-His6 y su complejo con DNA. Arriba 
se muestra la gráfica semilogarítmica de 
masa contra volumen de elución para los 
patrones de proteína (circulos negros: 
tiroglobulina 669 kDa; ferritina, 443 kDa; β-
amilasa, 200 kDa; aldolasa, 158 kDa; 
tetrámero de alcohol deshidrogenasa, 147 
kDa; ovoalbumina, 44 kDa; proteína de unión 
a maltosa, 42 kDa; y anhidrasa carbónica, 29 
kDa). La posición del pico de AmtR se indica 
con un círculo azul, a la altura 
correspondiente a la masa deducida a partir 
de su secuencia, ~52 kDa para el dímero. 
Abajo, se representan los perfiles de elución, 
medidos a 280 nm para AmtR-His6 (azul, en la 
escala de la derecha), DNA (rojo) o 
DNA+AmtR-His6 (línea magenta discontinua). 
El DNA y AmtR se usaron en cantidades de 
2,5 nmoles cada una (molaridad en términos 
de doble hélice o dímero de proteína), en un 
volumen de inyección ≤ 0,1 ml. 
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19), que no se observaba en las estructuras apo, está bien organizada en la 
forma con DNA e interacciona a través de su parte más N-terminal con el 
surco menor del DNA (ver más adelante).  
 La distancia entre las hélices 3 y 3' (medida al nivel del Cα de la 
Tyr57, el residuo equivalente a la Tyr42 de TetR) es de ~37,2 Å (Fig. 
40A), 3-4 Å menor que en las estructuras de las formas Apo de AmtR 
(Fig. 40A), pero ligeramente mayor que en los complejos 
correspondientes con DNA de los miembros de la familia TetR QacR 
(Schumacher y cols., 2002), CgmR (Itou y cols., 2010) y SimR (Le y 
cols., 2011) (Tabla 9). La unión de AmtR también resulta en un 
ensanchamiento de los surcos mayor y menor del DNA  (Fig. 41), en un 
4,3% y 5,0%, respectivamente, comparado con las dimensiones del B-
DNA ideal. La representación gráfica del ancho del DNA respecto a la 
secuencia (Fig. 41), revela que la inserción de las extensiones N-
terminales en el surco menor ensancha este surco. 
 
 
▶︎ Fig. 40. Unión del AmtR al DNA. (A) Representación del esqueleto de fosforribosa de 
la doble hélice de DNA (en negro) y de las hélices 3 y 3' (cilindros) de los dímeros de 
AmtR en el complejo con DNA (azul) o en la posición en que se encontrarían al 
superponer sobre el AmtR unido al DNA las formas sin DNA Apo-nativa (verde) o Apo-
SeMet (naranja). Para cada dímero se han listado las distancias (en Å) entre los átomos 
de Cα de los residuos de Tyr57 y Tyr57', en el mismo color que las hélices del dímero 
correspondiente, con líneas discontinuas de los mismos colores conectando estos 
átomos. (B) Representación de las cadenas de fosforribosa de la doble hélice de DNA, 
con los átomos C3' de cada ribosa representados como esferas. Se da el número de 
base correspondiente a cada ribosa, en valores positivos y negativos a partir o antes del 
punto central de la caja AmtR. La línea verde corresponde al eje central de la doble 
hélice y muestra la ligera curvatura de la molécula. El dímero unido de AmtR se 
representa en modelo de cintas, con cada subunidad en un tono diferente de rojo. (C) Un 
dímero de AmtR en representación de superficie, unido a una molécula de DNA. Los 
átomos del DNA se representan como esferas blancas o amarillas según la cadena 
excepto los átomos de oxígeno y fósforo que son de colores rojo y naranja, 
respectivamente. La superficie de una subunidad de AmtR es blanca y opaca, señalando 
en ella uno y el otro dominio. La superficie de la otra subunidad es transparente para 
dejar ver la cadena polipeptídica, con las hélices como cilindros. Superificie y cadena son 
azules, excepto para la extensión N-terminal, que se ha coloreado en magenta. El ancla 
constituida principalmente por la cadena lateral de la Arg7 se ha representado mediante 
esferas para ilustrar cómo llena el surco menor de la doble hélice del DNA. 
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Tabla 9. Distancias entre hélices 3-3' de miembros de la familia TetR en complejo con 
DNA. Las distancias se han establecido entre residuos equivalentes a la Tyr42 de TetR 
de E.coli. 
Proteina PDB Distancia 
Entre Cα de residuos Å 
TetR 1QPI Tyr42-Tyr42' 34,7 
AmtR 5DY0 Tyr57-Tyr57' 37,2 ± 0,1  
QacR  1JT0 Tyr 40-Tyr40' 36,7 ± 0,2 
CgmR  2YVH Ile 42-Ile42' 36,35 ± 0,07 
CprB  4PXI Tyr 47-Tyr47' 38,0 ± 0,2 
Pa2196 4L62 Tyr 45-Tyr45' 37,8 ± 0,2 
ms6564  4JL3 Tyr 51-Tyr51' 34,55 ± 0,07 
SlmA 4GCK, 4GCL, 4GCT Tyr 49-Tyr49' 39,51 ± 0,18 
Tm1030  4I6Z Phe 41-Phe41' 36,8 
HrtR  3VOK Tyr 50-Tyr50' 35,3 
SimR  3ZQL Tyr 65-Tyr65' 36,85 ± 0,07 
DesT 3LSR, 3LSP  Tyr 50-Tyr50' 38,7 ± 0,14 
 
 La unión del AmtR no se asocia con una curvatura sustancial del 
DNA, pues dicha curvatura, estimada con 3D-DART (van Dijk y Bonvin, 
2009), sólo alcanzó unos 5° (Fig. 40B, linea verde). De acuerdo con este 
dato, el balanceo medio por par de bases ('step roll angle') es 
prácticamente nulo (0,6º, estimado con el servidor web de 3DNA, 
http://w3dna.rutgers.edu; Zheng y cols., 2009). Puede esperarse que 
AmtR, al ser un represor transcripcional que evita la unión de la 
maquinaria transcripcional, no requiera para su función doblar el DNA. 
Esta falta de inducción de curvatura en el DNA contrasta con la 
incurvación de ~90° inducida por CRP (Schultz y cols., 1991), otro 
regulador transcripcional homodimérico que tiene un motivo HTH y es 
uno de los paradigmas de activadores transcripcionales bacterianos.  
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8. Movimientos asociados a la unión al DNA 
 La distancia entre las hélices 3 y 3' fue mayor y más diversa en las 
dos formas apo de AmtR (40,6 Å y 41,5 Å para las formas apo-nativa y 
apo-SeMet, respectivamente) que en los dos dímeros unidos al DNA (37,1 
Å y 37,3 Å) (Fig. 40A). Estas diferentes distancias indican mobilidad de los 
dominios DNB (Fig. 42A). Esta mobilidad no se debe a cambios dentro del 
dominio DNB, como prueba la superposición de este dominio aislado de 
formas apo y unidas a DNA (rmsd medio, 0,77 Å para la superposición de 
38 Cα). La movilidad se debe a cambios en la posición del dominio DNB 
en relación al dominio LBD como lo prueba la comparación de la forma 
unida del DNA con la subunidad A de la estructura de SeMet-AmtR apo 
utilizando el servidor DYNDOM para analizar el movimiento 
(http://fizz.cmp.uea.ac.uk/dyndom/; Haywards y Lee, 2002). Así, al unirse 
al DNA, el dominio DNB gira 8°-12° como un cuerpo rígido alrededor de 
ancla
ATTATCTATAGATCTATAGATAATGC +1+2+3+4+5+6+7+8+9+10 +12 +14  
-12 -10-9-8-7-6-5-4-3-2-1 
ancla
Ancho surco mayor en el cristal
Ancho surco menor en el cristal
Ancho para
B-DNA ideal
Surco mayor
Surco menor
Fig. 41. Ancho de los surcos mayor y menor del B-DNA ideal (símbolos negros 
discontinuos) o medida experimental manual de dichos anchos (trazos coloreados), para 
cada par de bases, en nuestro complejo de AmtR con el DNA. Las medidas que se dan 
son medias (con desviaciones estándard) para las medidas en las dos dobles hélices de 
la unidad asimétrica. Se da la secuencia del oligonucleótido (abscisas) y se indica el 
lugar donde se inserta el ancla en el DNA. 
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un eje que cruza transversalmente las hélices 1 y 4 por los residuos Ala29 y 
Leu68, con los residuos (60-63) que conectan este dominio con el LBD 
actuando como bisagra (Fig. 42A). Este movimiento acerca mutuamente 
dichas hélices 3 y 3' en más de 4 Å (Fig. 40A) y coloca las hélices en la 
posición adecuada para interaccionar con las bases que determinan la 
especificidad de secuencia de la caja de AmtR. Estas bases se encuentran en 
dos surcos mayores consecutivos del DNA.  
 Un movimiento adicional (Fig. 42B) observado al comparar las 
formas unidas al DNA con la forma apo-nativa y con la subunidad B de la 
forma apo-SeMet es un desplazamiento vertical de la hélice 4 en la 
dirección de su eje de hasta 3,3 Å en el sentido de acercarla al dominio 
DNB, asociado a una menor angulación de dicha hélice (desviación con 
respecto a la linealidad de ~20° en vez de 27°-31°). Una consecuencia de 
este movimiento es un aumento en la dimensión mayor de cada subunidad 
en la forma unida al DNA. Por ejemplo, la distancia entre los Cα de los 
residuos 52 y 91 aumenta casi 2 Å. Este cambio en la longitud y la 
linealidad de la hélice 4 puede ser atribuible al anclaje por un extremo de 
cada dímero de los dos dímeros de AmtR que actúan de puente en con las 
dos dobles hélices de DNA que discurren paralelas a lo largo del cristal 
(Fig. 38A) mientras que ambos dímeros contactan mutuamente entre si 
por sus otros extremos, via la interacción entre los lazos α9-α10 de las 
cuatro subunidades afectadas (Fig. 38B). Por otro lado, en HrtR, un 
miembro de la familia TetR, los cambios en la hélice 4 son claves para la 
unión de esta proteína al DNA (Sawai y cols., 2012). Por lo tanto, no se 
puede excluir que el cambio en la desviación de la hélice 4 pueda estar 
implicado en fijar el dominio DNB de AmtR en una posición adecuada 
para la unión de DNA. En todo caso, al realizar superposiciones 
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B
α1	
α2	
α3	
α4	
α1	
α2	
α3	
α4	 3,3 Å	3,3 Å	
α3	α3	
Bisagra	
α1	 α1	
A
Bisagra	
Fig. 42. Movimientos del dominio DNB y de la hélice 4 debidos a la unión de DNA. En la 
figura se representan vistas estereoscópicas de las superposiciones de diferentes zonas 
de AmtR (representado la cadena principal). (A) Superposición del dominio LBD 
(residuos 64-220) de la subunidad A del cristal Apo-SeMet (negro) con el de una 
subunidad del complejo con DNA (rojo). Se muestran la bisagra (señalada en verde) y el 
eje de rotación (línea gris) descritos en el texto. La flecha continua indica la dirección del 
movimiento del domino DNB y la flecha discontinua el movimiento realizado por la hélice 
3. (B) Se muestra el movimiento tanto del dominio DNB como de la hélice 4 cuando se 
superponen los dominios LBD (no mostrados) de la subunidad B de la estructura de 
SeMet-AmtR apo y de una subunidad del complejo con DNA. La línea azul discontinua 
indica el movimiento del Cα de la Thr79. 
︎ 
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estructurales excluyendo la hélice 4, no se observan diferencias entre las 
formas apo y unida al DNA en las posiciones relativas ni en las 
conformaciones de los dominios LBD de las dos subunidades del dímero 
(Fig. 43, rmsd de los dimeros apo y unidos a DNA, 0,98 ± 0,02 Å para la 
superposición de 268 átomos Cα). El único elemento que mostró más 
movilidad fue la hélice 6 de las dos subunidades (Fig. 43). Esta hélice 
interacciona con el dominio DNB y es un elemento clave para determinar 
la forma de la gran cavidad ilustrada en la Fig. 35. Dado que en TetR 
estas hélices tienen un papel crucial en posicionar el dominio DNB y sus 
hélices de unión a DNA (Orth y cols., 2000), puede que los cambios 
observados en estas hélices en AmtR estén relacionados con el 
mecanismo de regulación génica mediado por este represor.  
 
9. La unión mediada por la hélice 3 y el surco mayor determina la 
especificidad para la caja canónica AmtR 
  La estructura del complejo AmtR-DNA (Fig. 44) revela el papel 
clave que tiene la hélice 3 en determinar la especificidad de este represor 
por la parte más conservada de la caja de AmtR, −7CTATnnnnnnATAG+7 
α7	
α6	
α5	
α8	
α9	
α10	
α7	
α6	
α5	
α8	
α9	
α10	
Fig. 43. Superposición de los dominios LBD. Vista estereoscópica de la superposición de 
los dímeros de dominios LBD (excepto la hélice 4) de todas las estructuras de AmtR: 
Apo-nativa (verde), Apo-SeMet (naranja) y los dos dímeros del complejo con DNA (rojo y 
azul).	 
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(Beckers y cols., 2005) (donde n es cualquier base y las bases están 
numeradas negativa y positivamente respecto a su posición aguas arriba o 
aguas abajo, respectivamente, del centro de la caja; ver también la 
numeración en la Fig. 40B y en el eje de abscisas de la Fig. 41). Las 
hélices 3 del dímero se insertan en vueltas adyacentes del surco mayor del 
DNA y contactan las 4 bases conservadas de cada lado del motivo (Fig. 
44). En realidad, cada hélice realiza contactos con el DNA mediante 6 
residuos responsables de la determinación de la especificidad: Arg52, 
Gln53, Ala54, Ser55, Tyr57 y Tyr58 (Fig. 44 y 45). La Ser55 fija su 
posición mediante un puente de hidrógeno con el fosfato que une las 
bases -7 y -8 y no aceptaría una T en vez de una C en la posición -7 de la 
caja AmtR por choque estérico entre su cadena lateral y el grupo metilo 
extra de la timina (Figs. 44 y 45A,B). En el centro de la hélice 3, la Ala54 
está rodeada de dos timinas T-6 y T+5 (Fig. 44), que se ven favorecidas 
respecto a bases púricas por la complementaridad estérica con la cadena 
lateral de la alanina (Fig. 45C). La T-6 está favorecida además porque su 
grupo metilo está emparedado entre las cadenas laterales de la Ala43 y la 
Arg52 (Fig. 44). La cadena lateral de esta última se encuentra fijada 
firmemente en su posición por puentes de hidrógeno entre su grupo 
guanidinio y el grupo fosfato puente entre las bases -6 y -7 (Figs. 44). La 
Gln53 establece dos puentes de hidrógeno con el grupo amino y el N7 de 
la adenina +4 (Fig. 44), lo que provoca que un cambio a cualquier otra 
base esté desfavorecido en esa posición. Tanto la A+4 como la T+5 están 
también favorecidas por su proximidad al anillo fenólico de la Tyr57, que 
está fijada por puentes de hidrógeno de su OH fenólico al fosfato que 
conecta las bases +3 y +4 (Figs. 44 y 45D). Contactos similares con la 
Tyr58 (también fijada por su OH a un puente fosfato, Fig. 44) favorecen 
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la presencia de timina en posición -8 y adenina en la posición -9, ambas 
más allá del motivo central del consenso (Fig. 45E), lo que está de 
acuerdo con la versión de un motivo caja AmtR más extenso (Hasselt y 
cols., 2012) que el consenso formulado anteriormente (Beckers y cols., 
2005). 
 A pesar de no determinar especificidad de la secuencia, las 
interacciones entre el DNA y la proteína mediadas por el esqueleto de 
fosfatos y ribosas de los nucleótidos -3 a +3 (la parte n6 central de la caja 
AmtR), y de los nucleótidos que se encuentran más allá del consenso (ver 
más adelante), deben de contribuir en gran medida a la afinidad entre las 
dos moléculas. Además de las interacciones mediados por fosfatos ya 
mencionadas, el fosfato puente entre las posiciones +2 y +3 interacciona 
con la Lys63 y la Thr42 (ambos, residuos que no pertenecen a la hélice 3), 
el fosfato puente entre las posiciones -7 y -8 forma un enlace de 
hidrogeno con los nitrógenos de la cadena principal de la Arg52 y la 
F
H3
Gln53 A4
D
Ala54
T5
T-6
H3
H3 Ser55
C-7
B
H3 Ser55
T-7
C
E T-6
Ala54
Arg52
H3
H3
A4
T5
H3Tyr58
A-9
T-8G H
Q53 
A54 
S55 
Y58 
Y57 
L56 
R52 
α3 
G-2 
A-3 T-4 
A-5 
T-6 
C-7 
T-8 
A-9 
A+8 
G+7 
A+6 
T+5 
A+4 
T+3 C+2 
Q53 
A54 
S55 
Y58 
Y57 
L56 
R52 
α3 
G-2 
A-3 T-4 
A-5 
T-6 
C-7 
T-8 
A-9 
A+8 
G+7 
A+6 
T+5 
A+4 
T+3 C+2 
R9 R9 
H59 H59 
R10 R10 
T42 T42 
K63 K63 
T+9 T+9 
Tyr57
Fig. 44. Vista estereoscópica de la inserción de la hélice 3 en el surco mayor del DNA. 
La molécula de DNA y las cadenas laterales de la proteína se presentan en 
representación de varillas. Los átomos de carbono de la proteína se colorean verde si 
pertenecen a la hélice 3, en magenta (extensión N-terminal) o en azul oscuro (Thr42). 
Los átomos de carbono del DNA se representan en amarillo. Las lineas discontinuas 
rojas indican puentes de hidrógeno. Los átomos de oxígeno, nitrógeno y fósforo se 
colorean en rojo, azul y naranja, respectivamente. La numeración de las bases da el 
valor 0 al centro de la caja AmtR, dando valores negativos en dirección y positivos en 
dirección 5'. 
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Arg10 y con la cadena lateral de la Ser55, y, finalmente, el fosfato puente 
entre las posiciones -8 y -9 forma enlaces de hidrógeno con los átomos de 
nitrógeno del grupo imidazol de la His59 y del guanidinio de la Arg9, 
contactando esta última arginina con el anillo de la ribosa en posición -7 
(Fig. 44). 
 
10. La extensión N-terminal se ancla en el surco menor y es esencial 
para la unión de AmtR al DNA 
 En AmtR la secuencia de 19 residuos 
MAGAVGRPRRSAPRRAGKN precede a la hélice 1. Esta extensión N-
terminal rica en residuos positivos (6, de los que 5 son argininas) y en 
prolinas (en número de tres), no fue visible en los cristales de la forma 
C
Ala54 
T5 
T-6 
α3 
α3 Ser55 
C-7 
A
α3 Ser55 
T-7 
B
α3 
A4 
T5 
α3 Tyr58 
A-9 
T-8 D E 
Tyr57 
choque 
Fig. 45. Interacciones entre residuos específicos de la hélice 3 y bases del DNA. Las 
lineas discontinuas rojas indican puentes de hidrógeno. Los átomos de oxígeno, 
nitrógeno y fósforo se colorean rojo, azul y naranja, respectivamente. Los átomos de 
carbono del DNA se representan en amarillo y los de proteína en gris. Las esferas 
representan los radios de van der Waals de algunos átomos o partes de molécula y 
están coloreadas según el átomo al que corresponden. 
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Residuos 1-19
A
B
Molécula de DNA
DNB (sub
unidad A
)
Molécula de DNA (simétrica)
Molécula de DNA
DNB (sub
unidad A
)
Molécula de DNA (simétrica)
C
P20 
A4 
A4 / G3 
G3 
P20 
P20 
D
P13 
S11 
G17 
Fig. 46. La extensión N-terminal. (A) Propabilidad estimada de desorden a lo largo de la 
secuencia de AmtR, predicho por RONN (http://www.bioinformatics.nl/~berndb/ronn.html; 
Yang y cols., 2005). Los residuos recuadrados pertenecen a la extensión N-terminal. (B) 
Visión estereoscópica de la unión de dos extensiones N-terminales a dos moléculas 
diferentes de DNA. Los dominios DNB de un dímero de AmtR se representan con las 
hélices como cilindros y están coloreados en azul (subunidad A) y en rojo (subunidad B). 
El DNA está coloreado en naranja o en gris. La cadena lateral de la Arg7 se muestra en 
varillas, con los átomos de nitrógeno en azul oscuro y los de carbono como el resto de la 
subunidad. (C) Superposición de los residuos 4-11 (extensión N-terminal) de las 
subunidades A (azul) y B (rojo) de la estructura en complejo con dos dúplexes distintos 
de DNA. Se muestra la cadena principal de la proteína como un cordón y el DNA en 
naranja para destacar que las dos cadenas de proteína interaccionan de igual forma con 
el DNA. (D) Representación como el panel C, pero con los residuos 13-20 superpuestos 
para indicar que esa zona de la proteína tiene la misma conformación en ambas 
subunidades. Las moléculas de DNA están coloreadas de rojo o azul según la cadena de 
proteína con la que contacten. Se dan algunos residuos de proteína en notación de una 
sola letra.	
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apo de AmtR, probablemente por desorden intrínseco, tal como predice el 
servidor RONN a partir de la secuencia de la extensión 
(https://www.strubi.ox.ac.uk/RONN; Yang y cols., 2005) (Fig. 46A). Sin 
embargo, en la estructura del complejo AmtR:DNA sí pudimos trazar esta 
extensión, que se organiza en contacto con las moléculas de DNA. Los 
seis residuos 3-8, GAVGRP, forman una verdadera "ancla" que se inserta 
en el surco menor que flanquea hacia afuera al surco mayor en el que se 
inserta la hélice 3 (Fig. 40C, 46B,C,D). 
 En las subunidades A, C y D de AmtR en complejo con DNA esta 
extensión N-terminal tiene idéntica conformación (rmsd <0,5 Å para 15 
Cα) e interacciona con el mismo DNA al que se une la hélice 3 adyacente 
(Fig. 46B). Sin embargo, en la subunidad B contacta con una doble hélice 
adyacente de DNA que cruza cerca del DNA del complejo en una 
dirección normal al mismo (Fig. 46B). Los contactos entre el ancla y el 
DNA son idénticos en todos los casos independientemente de a qué DNA 
se una (Fig. 46C) y lo mismo para los contactos entre la parte final de la 
extensión y el resto de la molécula de AmtR, exclusivamente con el 
dominio DNB de la misma subunidad. Las diferencias en la conformación 
de la extensión entre la forma de las subunidades A, C y D y la de la 
subunidad B son consecuencia de un movimiento de cuerpo rígido de la 
parte más N-terminal de la extensión respecto a su porción distal (o 
viceversa; Fig. 46C,D). Tal movimiento puede atribuirse a rotaciones en 
los enlaces de la cadena principal de los residuos 11–13, lo que 
redirecciona la parte N-terminal de la extensión hacia una molécula de 
DNA diferente (Fig. 46C,D). Dada la frecuencia 3:1 de una y otra 
conformación en nuestro complejo con DNA y puesto que es razonable 
que sea más frecuente in vivo, detallaremos aquí la estructura de la 
Resultados. Capítulo 2                                                     	 		
164 
extensión en la forma en que se ancla en el mismo DNA al que se une la 
hélice 3 de la misma subunidad.  
 El ancla, de la que una parte particularmente prominente es la 
cadena lateral completamente extendida de la Arg7, llena el surco menor 
en toda su extensión lineal comprendida entre los pares de bases C-7:G+7 y 
A-12:T+12. La cadena lateral de la Arg7 está emparedada entre las dos 
cadenas de fosforibosa. A través de la Arg7, se forman estrechos 
contactos con los pares de bases T-8:A+8 y A-9:T+9. Además, la cadena 
principal al nivel de los residuos Val5 y Gly6 contacta con los pares de 
bases T−11:A+11 y T−10:A+10, respectivamente (Fig. 47). Estos contactos 
impiden que se de un par C:G en cualquiera de estas posiciones, pues el 
grupo amino de la guanina chocaría con los residuos del ancla (Fig. 48). 
Así, los contactos del ancla, junto a la interacción de la Tyr58 con la T-8, 
explican la selectividad de AmtR para bases A/T en las posiciones que 
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G+7	
C-7	
A+8	
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A-9	 A
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A-9	 A
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Fig. 47. Vista estereoscópica de la interacción entre el ancla de la extensión N-terminal y 
el surco menor del DNA. En representación de varillas se muestran el DNA y la proteína. 
Los átomos de carbono son de color blanco en una cadena y de color amarillo en otra 
cadena del DNA, siendo magenta para los aminoácidos de la extensión N-terminal y 
verdes para los aminoácidos de la hélice 3 de la proteína. Los átomos de nitrógeno, 
oxígeno y fósforo son de color azul oscuro, rojo y naranja, respectivamente. Los puentes 
de hidrógeno o interacciones iónicas se muestran como líneas rojas discontinuas.		
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Fig. 48. Interacciones entre los residuos del ancla y las bases del DNA, para ilustrar los 
choques estéricos que se producirian con los cambios a guanina. Los átomos de 
oxígeno, nitrógeno y fósforo se representan de color azul, rojo y naranja, 
respectivamente. Los átomos de carbono son grises (proteína) o amarillos (DNA). Las 
esferas representan radios de van der Waals y están coloreadas según el átomo al que 
pertenecen. En los paneles de la izquierda se muestran las interacciones de la proteína 
con el oligonucleótido utilizado y visible en el cristal y en los paneles de la derecha, los 
choques estéricos que se darían en caso de que alguna de las bases fuera una guanina. 	
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preceden y siguen a las secuencias canónicas de reconocimiento de la caja 
AmtR que se ubican en el surco mayor. Estas secuencias A:T precedentes 
y subsiguientes a la caja canónica son características de la secuencia 
extendida de reconocimiento para AmtR (Hasselt y cols., 2012). 
 Un conector estrecho (residuos 8-10; Figs. 40C y 49) une el ancla 
N-terminal al dominio DNB. Atraviesa el borde proximal de fosforibosas 
del surco menor, que lo separa del surco mayor al que se une la hélice 3, 
formando las conexiones ya indicadas de las argininas 9 y 10 con grupos 
fosfato (Fig. 44 y 47). Los residuos 9-18 de la extensión contactan con el 
núcleo del dominio DNB mediante interacciones con las hélices 1 y 2 y 
con el conector	α2-α3 (Fig. 49). La riqueza en argininas de esa extensión 
parece particularmente importante para pegar esta extensión tanto al DNA 
como al núcleo central del dominio DNB, ya que la Arg7 se inserta en el 
surco menor del DNA, los residuos de Arg9 y Arg10 interaccionan tanto 
con fosfatos del DNA como con residuos proteicos, incluyendo un par 
iónico entre la Arg9 y el Glu23 (Fig. 49), la Arg14 cubre el final negativo 
C-terminal de la hélice 2, y la Arg15 forma un par iónico con una región 
cargada negativamente (Asp26, Glu30) en el lado externo de la hélice 1 
(Fig. 49). La Arg9 mantiene también interacciones hidrofóbicas con la 
porción alifática de la cadena lateral de la Arg52 (hélice 3). La alta 
presencia de argininas en esta extensión parece ser una característica 
común de las proteínas AmtR (Muhl y cols., 2009) así como la presencia 
de la Gly17, que también se encuentra conservada, y que adopta unos 
ángulos de giro (Φ ≈ 150º, Ψ ≈ 140º) que no podrían adoptar otros 
aminoácidos con cadena lateral, los cuales permiten la adopción de la 
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conformación adecuada del conector entre el ancla y el dominio DNB 
(Fig. 46D y 49). 
 Corroboramos la relevancia de la extensión N-terminal para la 
unión del DNA en ensayos de retardo en gel (EMSA) en que usamos 
AmtR-His6 silvestre y un mutante del que se habían delecionado los 
residuos 2-15. Por brevedad no se dan detalles de la preparación de este 
mutante, si bien dicha preparación se describe en la sección de métodos, y 
su producción se menciona y documenta en la sección 2 de este capítulo 
de resultados. La deleción 2-15 abolió la unión del AmtR a un DNA de 
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Fig. 49. Interacciones de la extensión N-terminal (en magenta) con el DNB (en azul) y 
con el DNA (en esferas de carbono grises o amarillas). Se han detallado en 
representación de varillas algunas cadenas laterales de la proteína, identificándolas con 
códigos de aminoácidos de una letra. La arginina 7 se muestra en representación de 
esferas semitransparentes y el Cα de la glicina 17 está representado con una esfera 
opaca. Las hélices de proteína se muestran como cilindros. Los átomos de oxígeno y 
nitrógeno se colorean en rojo y azul, respectivamente. 		
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doble cadena de 187 pb que contenía el promotor del operón amtB-glnK-
glnD (bases -88 a -275 con respecto al punto de iniciación de la 
traducción, Fig. 50A). Este promotor contiene tres cajas AmtR no 
solapantes (Fig. 50A) (Hassselt y cols., 2012). La unión al DNA de 3 
dímeros de AmtR fue bien patente con la proteína silvestre (Fig. 50B). En 
cambio, el mutante delecional no se unió al DNA ni siquiera a una 
concentración 8 veces superior a la necesaria para que AmtR silvestre 
sature las tres cajas AmtR del promotor (Fig. 50B). Por tanto, la extensión 
N-terminal es clave para la unión de AmtR a su caja en el DNA, lo que 
diferencia a AmtR de otros reguladores transcripcionales homodiméricos 
con dominio HTH, en los que la hélice de unión al surco mayor es 
suficiente para la interacción específica con el DNA.	
 
EMSA-rev (11r )
GGATGATTTGGCACCGTTTGAGGTTGAGGGCTTCGTGGACGCTTTGCTGGGCTAGAAACCCGATAAGCGAGAACCACCTGTCGGATGTTGTCTGGCAGGT
                                                                                      --------------
------>                                                        
GGTTTTCTTTTGCCTGGGTACCACCAAAAAGCAGCTGTGATGCACTTAACAATTCATTAAATTACCTGTTAAACTATAGAAAATATCCAAAACCCTCCAA
                     <-------amtB-gr-1------------------                                                
AACCTATTCTATAGATCTATTGAAATTAGTTTCTGTAGGTCTATAGTTAGAGCTGGTTCAAGGGGTGTCAATCCCAAAAGGCACTCCTTGAACTCATGAA
 -40ı                                             AmtB (YP226300l.1)      
AAAGCTTGACAAAACTTCAACGTCAAAGGAGGTCATCCACGCTATGGGTGCAGATCAAATTGCAGCAGTCTCCGGCAATTCAGCTTGGATGCTGATGTCC
GAGAACCACCTGTCGGATGTTGTCTGGCAGGTGGTTTTCTTTTGCCTGGGTACCACCAAAAAGCAGCTGTGATGCACTTAACAATTCATTAAA
TTACCTGTTAAACTATAGAAAATATAAAACCCTCCAAAACCTATTCTATAGATCTATTGAAATTAGTTTCTGTAGGTCTATAGTTAGAGCTGG
TTCAAGGGGTGTCAATCCCAAAAGGCACTCCTTGAACTCATGAAAAAGCTTGACAAAACTTCAACGTCAAAGGAGGTCATCCACGCTATGGGT
GCAGATCAAATTGCAGCAGTCTCCGGCAATTCAGCTTGGATGCTGATGTCC···
AAATTACCTGTTAAACTATAGAAAATAT
CCTCCAAAACCTATTCTATAGATCTATT
aatagatctatagaataggttttggagg
TTAGTTTCTGTAGGTCTATAGTTAGAGC
GGATGATTTGGCACCGTTTGAGGTTGAGGGCTTCGTGGACGCTTTGCTGGGCTAGAAACCCGATAAGCGAGAACCACCTGTCGGATGTTGTCTGGCAGGT
                                                                                      --------------
------>                                                        
GGTTTTCTTTTGCCTGGGTACCACCAAAAAGCAGCTGTGATGCACTTAACAATTCATTAAATTACCTGTTAAACTATAGAAAATATCCAAAACCCTCCAA
                     <-------amtB-gr-1------------------                                                
AACCTATTCTATAGATCTATTGAAATTAGTTTCTGTAGGTCTATAGTTAGAGCTGGTTCAAGGGGTGTCAATCCCAAAAGGCACTCCTTGAACTCATGAA
 -40ı                                                AmtB (YP226300l.1)                             
AAAGCTTGACAAAACTTCAACGTCAAAGGAGGTCATCCACGCTATGGGTGCAGATCAAATTGCAGCAGTCTCCGGCAATTCAGCTTGGATGCTGATGTCC
GAGAACCACCTGTCGGATGTTGTCTGGCAGGTGGTTTTCTTTTGCCTGGGTACCACCAAAAAGCAGCTGTGATGCACTTAACAATTCATTAAA
TTACCTGTTAAACTATAGAAAATATAAAACCCTCCAAAACCTATTCTATAGATCTATTGAAATTAGTTTCTGTAGGTCTATAGTTAGAGCTGG
TTCAAGGGGTGTCAATCCCAAAAGGCACTCCTTGAACTCATGAAAAAGCTTGACAAAACTTCAACGTCAAAGGAGGTCATCCACGCTATGGGT
GCAGATCAAATTGCAGCAGTCTCCGGCAATTCAGCTTGGATGCTGATGTCC···
AAATTACCTGTTAAACTATAGAAAATAT
CCTCCAAAACCTATTCTATAGATCTATT
aatagatctatagaataggttttggagg
TTAGTTTCTGTAGGTCTATAGTTAGAGC
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Fig. 50. Ensayos de retraso de mobilidad electroforética en gel. (A) Secuencia del 
promotor de amtB. La sonda usada se preparó mediante PCR utilizando los cebadores 
EMSA-for y EMSA-rev (indicados con flechas; se dan entre paréntesis sus 
identificadores de la Tabla 2) y contiene tres cajas de unión de AmtR (sombreadas en 
naranja, con sus motivos CTATn6ATAG subrayados). (B) Ensayos de retraso de 
mobilidad electroforética de AmtR-His6 wild type (wt) o sin los residuos 2-15 (Δ2-15), con 
su operador de DNA.		
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La uridililación no fija el lazo T de PII 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Este capítulo está en proceso de preparación para su publicación en una 
revista internacional.
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1. Contexto y contenido de este capítulo de los resultados. 
 Además de los resultados comentados en los capítulos anteriores y 
que ya han sido recogidos en dos artículos, también realizamos esfuerzos 
en otras direcciones que no han sido publicados aún. 
 Como primera aproximación para determinar si la uridililación de 
PII tiene consecuencias estructurales sobre el lazo T, nos marcamos como 
primer objetivo de esta tesis determinar la estructura de GlnB de E. coli 
en su forma uridililada. Como ya se dijo en la Introducción, en 
condiciones de pobreza de nitrógeno (alta concentración de 2-
oxoglutarato, baja concentración de L-glutamina) GlnB es uridililada en 
la Tyr51, residuo localizado en una zona expuesta del lazo T. Esta 
modificación es catalizada por el enzima bifuncional GlnD, el cual es 
también capaz de catalizar la desuridililación de PII cuando está presente 
en alta concentración el aminoácido L-glutamina (Jiang y cols., 1998a), 
efector de GlnD (Zhang y cols., 2010). Esta modificación post-
traduccional de PII es un proceso ampliamente difundido, aunque no es 
universal, pues sabemos que no sucede en Bacillus subtilis (Detsch y 
Stulke, 2003), en cianobacterias (en algunas de las cuales sucede la 
fosforilación de la Ser49; Forchhammer y Tandeau de Marsac, 1994) y en 
plantas (Detsch y Stulke, 2003; Hanson y cols., 2008). Además, en 
algunos microorganismos como C. glutamicum (ver capítulo anterior) y 
en actinomicetos (Hesketh y cols., 2002; Strösser y cols., 2004; Beckers y 
cols., 2005) esa misma tirosina se adenilila en vez de ser uridililada, 
siendo responsable de esta modificación una proteína homóloga a GlnD 
que está presente en estos organismos. La uridililación podría afectar la 
estructura del lazo T, ya que dicha modificación no solo previene la 
formación del complejo de PII con el canal de amonio AmtB (Durand y 
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Merrick, 2006) y con el regulador NtrB (Atkinson y cols., 1994), lo que 
podría atribuirse a un impedimento estérico (Coutts y cols., 2002), sino 
que en enterobacterias solo la forma uridililada de GlnB activa la 
actividad desadenililante de glutamina sintetasa de la ATasa bifuncional 
que adenilila y desadenilila a este enzima diana final de la regulación de 
nitrógeno (Jiang y cols., 2007a), y en C. glutamicum solo la forma 
triadenililada de PII se ha descrito como formadora de un complejo con 
AmtR, induciendo la liberación de este represor transcripcional de sus 
cajas de unión en el DNA de este microorganismo (Beckers y cols., 2005 
y ver capítulo anterior). Ensayos de mutagénesis dirigida sugieren 
fuertemente que la ATasa enterobacteriana tiene dos sitios separados de 
unión de PII, uno de la forma no modificada y otro de la forma PII-UMP 
(Jiang y cols., 2007b). Así pues, era concebible que el lazo T, con 
frecuencia no visible en los cristales de las distintas proteínas PII (aunque 
sí fue visible en las dos estructuras de GlnB de E. coli depositadas en el 
PDB, con identificadores 1PIL y 2PII) por ser móvil y flexible, quede 
fijado en una conformación determinada en sus formas uridililada o 
adenililada, conformación clave para la formación de los complejos ya 
mencionados. Si esto fuera así sería posible observar el lazo T en la 
estructura cristalina de la forma uridililada o adenililada de PII.  
 Para explorar esta posibilidad hemos preparado la forma 
triuridililada de GlnB de E. coli, la hemos cristalizado y hemos 
determinado su estructura cristalina mediante difracción de rayos X. Este 
ha sido un proceso con un muy elevado componente preparativo, ya que 
ha sido preciso preparar GlnD, GlnB, monitorizar el grado de 
uridililación de esta última, optimizar las condiciones para conseguir una 
uridililación completa de GlnB, preparar cristales de GlnB uridililada, 
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confirmar que la proteína cristalizada contiene el grupo UMP, y 
finalmente determinar su estructura mediante difracción de rayos X, 
estableciendo asimismo que los cristales conseguidos contienen 
exclusivamente la forma uridililada. Los resultados, excelentes desde la 
perspectiva cristalográfica, pues han permitido determinar la estructura de 
la forma uridililada de GlnB de E. coli a 1,9 Å de resolución, no han 
visualizado el lazo T, lo que, dado que precisamente las estructuras 
existentes de GlnB de E. coli incluyen la estructura del lazo T, indica que 
dicho lazo no queda fijado en una conformación estable por la 
uridililación. La comparación de esta estructura con otras estructuras 
publicadas de GlnB de E. coli en las que este lazo no está uridililado 
tampoco ha demostrado cambios conformacionales significativos en la 
parte globular de la molécula del trímero, lo que excluye efectos 
indirectos de la uridililación sobre la conformación de la proteína de 
señalización. Estos resultados han permitido determinar la estructura de la 
proteína GlnB de E. coli unida a ATP, efector alostérico de GlnB. Hasta 
ahora solo se conocía la estructura de la forma sin ligandos de esta 
molécula que es paradigma clásico de las proteínas PII y primera proteína 
PII descubierta, siendo la que dio nombre a la familia (Shapiro, 1969). 
Este capítulo resume la hoja de ruta experimental seguida y los resultados 
obtenidos en la determinación de la estructura de esta forma de PII 
uridililada y unida a ATP. 
 
2. Purificación de GlnB y GlnD de E. coli 
 Produjimos GlnB de E. coli a partir del plásmido pJLA503-glnB 
(Jiang y cols., 1997a), cedido por el Dr. Alberto Marina (IBV-CSIC), 
quien a su vez lo había recibido de Alexander Ninfa (Department of 
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Biological Chemistry, University of Michigan Medical School) en cuyo  
laboratorio se clonó glnB de E. coli en este plásmido sin extensión o 
etiqueta alguna (Jiang y cols., 1997a), bajo control del gen termosensible 
del bacteriófago lambda cIts857, el cual permite inducción por mera 
elevación de la temperatura (Schauder y cols., 1987). Por este motivo el 
cultivo de las células de E. coli BL21(DE3) transformadas con dicho 
plásmido pJLA503-glnB se realizó a 30ºC (condición de no inducción) 
hasta una OD600 = 1, y la inducción se puso en marcha por elevación de la 
temperatura del cultivo a 42 °C durante 4 horas. Para la purificación de 
PII sin etiqueta se usó el mismo procedimiento usado antes (Llácer y 
cols., 2007) para PII de Synechococcus elongatus (descrito en detalle en 
Materiales y Métodos). Este procedimiento consiste básicamente en 
aplicar dos cortes de sulfato amónico al sobrenadante del sonicado celular 
y luego someter la preparación cruda obtenida así a cromatografía de 
intercambio aniónico. De este modo se obtuvo una preparación de GlnB 
con elevado rendimiento (15 mg/L de cultivo inicial) y pureza suficiente 
(aunque con trazas de contaminantes, Fig. 51A) para los ensayos 
subsiguientes de uridililación y para la generación de cristales de proteína 
uridililada, los cuales difractaron los rayos X hasta 1,9 Å de resolución, 
permitiendo determinar la estructura de esta forma de PII. 
 El gen glnD de E. coli (código del gen en la base de datos NCBI: 
944863; http://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene/944863) se clonó mediante un 
procedimiento independiente de ligasa (en pLIC-SGC1; ver Materiales y 
Métodos) de modo que el producto expresado contuviera una etiqueta N-
terminal de poli-His (secuencia de la etiqueta, 
MH6SSGVDLGTENLYFQS). Tras purificación mediante cromatografía 
de afinidad a Ni, se obtuvo un rendimiento de unos 13 mg/L de esta 
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proteína con elevado grado de pureza (ver gel de SDS-PAGE en Fig. 
51C) y buena actividad uridililante (ver sección siguiente). 
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Fig. 51. Purificación de PII y GlnD de E. coli. (A) Geles de SDS-PAGE de las diferentes 
fases de purificación de PII antes de la cromatografía (izquierda; p, precipitado, s, 
sobrenadante) y de las fracciones obtenidas de la columna de intercambio iónico. (B) 
Cromatografía de intercambio iónico de PII. La línea verde representa la concentración 
de NaCl, la azul la absorbancia a 280 nm del efluente de la columna y los números 
indican las diferentes fracciones recogidas durante la purificación, al máximo de cada 
pico de absorbancia, que son las analizadas electroforéticamente. La flecha conecta la 
fracción que contiene PII mayoritariamente con su carril de análisis electroforético. (C) 
Fracción de GlnD pura eluida con imidazol de una columna de afinidad a Ni. 
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3. Uridililación de GlnB de E. coli 
 En las primeras reacciones de uridililación, realizadas en las 
condiciones descritas (Jiang y cols., 1998a) de presencia de ATP y 2-
oxoglutarato (la unión del 2OG a GlnB, que aumenta la susceptibilidad de 
GlnB a la uridililación, requiere de la unión de ATP; Jiang y cols., 
1998a), se usó una muy elevada concentración de GlnD (2	 µM como 
monómero), a pesar de lo cual no se obtuvo una uridililación completa, 
como muestra la electroforesis nativa (Fig. 52, panel superior izquierdo), 
utilizada para monitorizar el grado de uridililación de GlnB. Esta técnica 
de análisis demostró la virtual desaparición de la banda correspondiente a 
la forma no uridililada (cantidad residual de ~10% del total, estimado 
densitométricamente), pero también demostró la aparición de tres bandas 
de intensidades parecidas (cada una 25-35% del total) y movilidades 
progresivamente mayores, tal como cabría esperar para trímeros de GlnB 
con 1, 2 y 3 lazos T uridililados (cada lazo T uridililado introduce una 
carga negativa en la subunidad uridililada). Estudios de espectrometría de 
masas (MALDI-TOF; servicio de proteómica, Centro de Investigación 
Príncipe Felipe, Valencia) establecieron para esta mezcla (Fig. 52, panel 
central) la presencia de formas con masas por subunidad de 12.410 y 
12.716 Da (masas esperadas para la formas no uridililada y uridililada, 
12.425 y 12.731 Da, respectivamente), correspondiendo exactamente la 
diferencia de masa a lo esperado para la incorporación de un radical UMP 
(306 Da) por subunidad de proteína. La forma no tratada con GlnD 
presentó exclusivamente el pico de la forma no uridililada (Fig. 52 panel 
inferior izquierdo). Para la forma incubada con GlnD, las relación de los 
picos (Fig. 52, panel central) para las especies sin UMP y con UMP es del 
orden de lo esperado para la abundancia densitométrica de las cuatro 
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bandas electroforéticas (relación esperada a partir de la densitometría 
entre forma no uridililada y uridililada, 1:1,67).  
  La exigencia cristalográfica de homogeneidad de la muestra que se 
cristaliza nos llevó a buscar condiciones en que la uridililación fuera 
completa, es decir, en las que todas las subunidades estuvieran 
uridililadas. Sorprendentemente, tras múltiples ensayos conseguimos este 
objetivo al reducir 200 veces la concentración de GlnD, a un valor de 10 
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Fig. 52. Evidencias de uridililación de GlnB, y obtención de cristales. Electroforesis en 
condiciones no desnaturalizantes de la reacción de uridililación con 2 μM (panel superior 
izquierdo) o 10 nM (panel superior derecho) de GlnD. En cada gel se muestra como 
control la proteína GlnB sometida al mismo ensayo en ausencia de enzima. En el panel 
central se muestran los cristales de GlnB obtenidos sin (izquierda) y tras uridililar 
completamente (derecha). Las gráficas muestran los espectros de MALDI-TOF de 
(señalado con flechas gruesas azules) la proteína no uridililada, parcialmente uridililada y 
totalmente uridililada (inferior derecha). También se muestran los cristales obtenidos de 
las formas sin uridililar y totalmente uridililada (indicado con flechas azules). Se señalan 
con una flecha las masas moleculares teóricas de las formas de GlnB sin uridililar 
deducida a partir de su secuencia (12.425 Da,) y de la forma uridililada (12.731 Da).  
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nM (Fig. 52, panel superior derecho), lo que sugiere que con 
concentraciones excesivas de GlnD la actividad desuridililante, aún en 
ausencia de glutamina, evitaba una uridililación completa de GlnB. 
 Encontradas la condiciones de uridililación completa, uridililamos 
~1 mg de GlnB, inactivando luego GlnD mediante calentamiento a 60 °C, 
temperatura a la que GlnB es estable (Xu y cols., 2003; Moure y cols., 
2012; Radchenko y cols., 2010). Luego centrifugamos la muestra y 
concentramos GlnB hasta ~10 mg/ml por ultrafiltración centrífuga, 
usándola a continuación para la cristalización de GlnB completamente 
uridililada. La espectrometría de masas de los cristales obtenidos (Fig. 52, 
panel inferior derecho) corroboró la completa uridililación de la PII 
cristalizada. Para dicho estudio se recogieron ocho cristales de GlnB-
UMP y, tras lavado en solución de cristalización sin proteína, se 
disolvieron en 3 µL de SDS al 7% y se sometieron a espectrometría de 
masas MALDI-TOF. A pesar de la escasa proteína (lo que genera picos 
pequeños en relación al ruido), el perfil de masas excluyó sin género de 
dudas la presencia de la forma no uridililada de la subunidad de GlnB 
(flecha negra, Fig. 52, panel inferior derecho), demostrando la presencia 
exclusiva de la forma uridililada, detectada como un pico a la masa 
aproximada esperada de la forma uridililada.  
 
4. Cristalización de GlnB-UMP3 de E. coli y determinación de su 
estructura 
 Obtuvimos cristales de GlnB uridililada, en presencia de ATP, 
MgCl2 y 2OG, en la condición A1 del kit Cristal Screen I&II de Hampton 
Research, y mejoramos los cristales a partir de dicha condición (ver 
detalles en Materiales y Métodos). Dichos cristales tuvieron forma de 
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pirámide trigonal y un tamaño de unos ~0,25 mm en su máxima 
dimensión (Fig. 52, panel central derecho). También pusimos gotas con la 
proteína GlnB sin uridililar en la misma solución de cristalización que dio 
cristales de la forma uridililada. Es interesante que la proteína no 
uridililada, que también cristalizó [aunque no determinamos su estructura, 
dada la alta calidad de las ya existentes y publicadas (Cheah y cols., 1194 
y Carr y cols., 1996)], lo hizo en forma diferente a la uridililada, en 
cristales de hábito cúbico de ~0,1 mm de arista (Fig. 52, cristal en el 
panel central izquierdo), lo que sin duda reflejó la existencia de 
diferencias entre las formas cristalinas uridililada y no uridililada y alentó 
la esperanza de visualizar el lazo T en una conformación caracterísitca 
para la forma uridililada.  
 El cristal obtenido difractó los rayos X del sincrotrón ESRF de 
Grenoble a resolución casi atómica (1,9 Å; Tabla 10). Presentaba un 
grupo espacial I213 con una celda de casi 90 Å en cada arista, lo que 
casaba con la presencia de solo una subunidad de GlnB en la unidad 
asimétrica, en la que casi la mitad de su volumen (46,5 %) estaría 
ocupado por solvente. El reemplazo molecular utilizando como modelo la 
estructura de una subunidad de GlnB de E. coli no uridililada (código 
PDB, 1PIL) sin lazos T (residuos 36-55) o C (residuos 106-112), permitió 
obtener las fases cristalográficas, haciendo posible determinar el mapa de 
densidad electrónica a la resolución mencionada de 1,9 Å, con buenos 
índices de calidad (valores R, Tabla 10) y excelente estereoquímica 
(ningún residuo en región no permitida de la representación de 
Ramachandran) (Tabla 10). Este modelo corresponde a una subunidad de 
GlnB de E. coli en complejo con ATP en la unidad asimétrica (Fig. 53A). 
La simetría cristalográfica genera el trímero canónico de GlnB (Fig. 53B, 
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Tabla 10. Recogida de datos de difracción de rayos X y estadísticas de afinado 
Cristal / Código PDB GlnB-UMP3 / 5L9N 
 Recogida de datosa 
Sincrotrón (Línea) ESRF (ID23-1) 
Longitud de onda (Å) 0,9792 
Grupo espacial I213 
Celda unidad a;b;c (Å) / α;β;γ (º) 88,9; 88,9; 88,9/90; 90; 90 
Contenido de solvente (%) 46,5 
Coeficiente de Matthews 2,3 
Rango de resolución (Å) 44,43-1,90 (1,94-1,90) 
Reflexiones, totales/únicas 51.710/9.346 (2.297/586) 
Completitud (%) 99,7 (97,2) 
Multiplicidad 5,5 (3,9) 
I/σI 14,7 (2,2) 
CC1/2 (%) 99,8 (71,5) 
Factores B de Wilson (Å2) 26,6 
Rpimb (%) 0,029 (0,329) 
 Afinamiento 
Resolución 44,43-1,90 (1,94-1,90) 
Reflexiones, usadas/omitidas 8.879/467 (557/29) 
Rfactorc/Rfreed (%) 18,37/22,32 
Rmsd enlaces. Longitud (Å) 1,243 
                        Ángulo (º) 0,008 
Cadenas polipeptídicas 1 
Átomos de proteína 718 
Moléculas de H2O 37 
Factores B (Å2):    Proteína 43,0 
                              H2O 48,2 
Estereoquímica: Favorables / Permitidos / 
                                    No permitidos (%)e 98,9 / 1,1 / 0,0 
aValores entre parentesis: datos celda de mayor resolución. 
b!!"# =  !/(!!!)!!" |!!(!!")!!(!!")|!!!!!!(!!")!!!!!!"    
c!!"#$%& = |!!"#|!|!!" !!"#!|!!"#!!" ; Fobs y Fcalc, factores de estructura observados y calculados, 
respectivamente. 
dRfree = Rfactor PARA 5% de datos, omitidos del afinamiento. 
eCalculado con RAMPAGE (Lovell y cols., 2003)  
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lazo T lazo T
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Fig. 53. Vistas estereoscópicas de la estructura de GlnB-UMP con ATP unido. (A) La 
subunidad de GlnB-UMP, en modelo de cintas. Se indican los elementos de estructura 
secundaria y la posición de algunos residuos. Se ha representado en retícula azul el 
mapa de densidad electrónica 2Fo-Fc a σ = 1 alrededor las moléculas de ATP (en 
representación de varillas). La molécula de ATP de la subunidad vecina se ha 
representado en gris, pues cada molécula de ATP interacciona con elementos de dos 
subunidades contiguas. (B,C) Trímero de GlnB-UMP3 generado por simetría 
cristalográfica orientado con el eje ternario perpendicular (B) o paralelo al papel y vertical 
(C). Una subunidad se ha coloreado en gris, otra en rojo o en azul. Se ha indicado la 
ausencia del lazo T con una línea discontínua. El ATP se representa en varillas (átomos 
de C, O, N y P en amarillo, rojo, azul y naranja, respectivamente) 
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53C). El modelo abarca toda la proteína a excepción de los residuos 37-
53 del lazo T y los tres últimos residuos de la subunidad (residuos 110-
112), siendo muy similar a la estructura de GlnB de E. coli sin uridililar y 
sin ATP (códigos 1PIL y 2PII del PDB) tanto a nivel de subunidad como 
A
B
1
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26
30
54
51
36
60
70
80
85
100
90
Lazo T
1
20
9
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30
54
51
36
60
70
80
85
100
90
Lazo T
ATPATP
ATP*ATP*
Lazo T Lazo T
Lazo T Lazo T
Lazo T Lazo T
 
Fig. 54. Representación estereoscópica de las estructuras (visualizadas como cadena 
principal) superpuestas de la subunidad (A) y del trímero (B) de GlnB-UMP3 (en azul) y 
de GlnB no uridililada y libre de ATP como aparece en el archivo 2PII del PDB (en 
magenta; Carr y cols., 1996). En (A) se indica la posición de algunos Cα con una esfera 
y su número de residuo. La posición observada (forma no uridililada) y esperada (forma 
uridililada) de los lazos T se indica mediante corchetes. Se representa la molécula de 
ATP perteneciente a la unidad asimétrica (coloreada) y la de una subunidad contigua (en 
gris). En (B) no se ha representado el ATP y el trímero se ha representado de modo que 
el eje ternario sea vertical y los lazos T de la forma no uridililada miren hacia abajo. 
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de trímero (desviaciones cuadráticas medias, r.m.s.d., de 0,72 Å y 0,74 Å 
para las superposiciones de 92 átomos de Cα en el monómero y de 276 
átomos de Cα en el trímero, Fig. 54).  
 La única diferencia importante en el recorrido de la cadena 
principal entre la estructura de GlnB no uridilada sin ATP y la de GlnB 
uridililada y en complejo con ATP es en el conector entre α1 y β2, en el 
que se produce un desplazamiento que es máximo a nivel de la Thr26  
(Fig. 54A). En la forma uridililada y con ATP unido la cadena principal 
de este residuo se desplaza unos 2,9 Å respecto a la forma sin ATP, 
haciendo sitio al anillo de la adenina. La posición de la Thr26 es similar a 
la de la Gln26 de GlnK de E. coli en complejo con ATP (PDB 2GNK; Xu 
y cols., 1998), por lo que atribuimos esta diferencia a la unión de ATP y 
no a la uridililación de GlnB. 
 En la región de salida del lazo T hay un gran espacio vacío sin 
densidad electrónica significativa en el cristal (Fig. 55), lo que sugiere 
que dicho lazo se encuentra en esta región, pero que está desordenado o 
adoptando varias conformaciones diferentes. En las estructuras 
publicadas de la forma sin uridililar de GlnB de E. coli (PDB 1PIL y 2PII; 
Carr y cols., 1996) los lazos T eran visibles. El análisis de estas formas 
cristalinas revela contactos entre trímeros de GlnB que están mediados 
por el lazo T (Fig. 56). Estos contactos seguramente fijan dicho lazo, 
haciéndolo visible. En la Fig. 56 se observa claramente cómo estos 
contactos involucran a la Tyr51, que se asienta con el plano de su anillo 
sobre el final de la hélice 2 de una subunidad de un trímero vecino, y en 
particular sobre la parte hidrofóbica de la cadena lateral de la Arg79. La 
uridililación de este residuo, al introducir el grupo UMP, de elevado 
tamaño, haría imposible el mantenimiento de los estrechos contactos 
Resultados. Capítulo 3                                                     	 	 		
184 
entre Tyr51 y trímero vecino que se reflejan en la Fig. 56. De hecho, el 
panel A de dicha figura muestra a la Tyr51 acomodada en un espacio 
poco amplio del trímero vecino que muy probablemente no permitiría 
acomodar un UMP extra. La proximidad del residuo de Asp75 de la 
hélice 2 del trímero vecino podría imponer además restricciones 
electrostáticas, dado el carácter cargado negativamente de la molécula de 
B
D54 
F36 
ATP 
D54 
F36 
ATP 
D54 
F36 
 
Fig. 55. Ausencia de densidad electrónica en el cristal de GlnB-UMP a la salida del lazo 
T. Se representa el mapa 2Fo-Fc a σ  = 1 en un radio de 25 Å alrededor de la subunidad 
de GlnB-UMP. Esta subunidad se representada en amarillo, en modelo de cintas y con 
los residuos de la salida del lazo T como varillas.  
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UMP. Por tanto, parece muy probable que la uridililación cause 
impedimentos estéricos e incluso de carga que imposibiliten la fijación 
del lazo T como en los cristales de la forma no uridililada de GlnB de E. 
coli, posiblemente explicando por qué hemos sido incapaces de obtener 
cristales de la forma uridililada de GlnB cuando utilizamos las 
condiciones descritas para la generación de los cristales de la forma no 
uridililada (Carr y col. 1996). Sin embargo, puesto que hemos obtenido 
A
B
Y51 
α2 α2 
Y51 
Y46 Y46 
F55 F55 
D67 D67 
R79 R79 
Trímero 1
Trímero 2
Lazo T 
Tyr51 no 
uridililada 
D75 D75 
Fig. 56. Contactos intertriméricos mediados por el lazo T y por la Tyr51 en el cristal de 
GlnB no uridililada de E. coli (PDB 2PII; Carr y cols., 1996) en visión global (A) y en 
detalle tridimensional detallado mediante presentación estereoscópica (B). En ambos 
paneles los residuos del lazo T se presentan en color naranja. 
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cristales de buena calidad con la forma uridililada en los que no se 
observa el lazo T, y este ocupa una zona clara en el cristal, definida por la 
región de falta de densidad significativa, es evidente que la uridililación 
no favorece una única conformación del lazo T ni restringe su 
flexibilidad.  
 
 5. Unión de ATP  
 Aunque se sabe desde hace tiempo que el ATP es un efector de PII 
(Kamberov y cols., 1995), y también a pesar de que GlnB es la forma de 
PII conocida desde más antiguo por ser con ella con la que se describió 
inicialmente esta proteína como regulador de la modulación de la 
glutamina sintetasa de E. coli (Brown y cols., 1971), esta es la primera 
estructura descrita de GlnB de E. coli unida a su efector alostérico ATP, 
lo que sugiere que quizá la presencia de UMP ligado covalentemente al 
enzima podría facilitar la unión del ATP.  
 Como en otras proteínas PII incluyendo hmGlnK2, cuya estructura 
hemos descrito nosotros en el primer capítulo de resultados de esta 
memoria, el ATP se une a caballo entre dos subunidades (a las que 
llamaremos A y B; los elementos de B se señalarán con un asterisco), a la 
entrada del espacio existente entre las hojas beta centrales de dichas 
subunidades (Fig. 57). También como en hmGlnK2-ATP la base púrica 
está en configuración anti y la ribosa está fruncida en forma C3'-endo 
(Fig. 57). 
 El emparedado de la adenina entre ambas subunidades (Fig. 57) 
explica la selectividad de PII por el ATP puesta de manifiesto en el caso 
de GlnB de E. coli por la observación de ATP unido aún cuando la 
mezcla de cristalización contenía una concentración de UTP (5 mM) 
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superior a la de ATP (2 mM). Dicho emparedado afecta principalmente al 
anillo hexagonal de la adenina, que queda embutido entre la hebra β4 de 
la subunidad A (principalmente el anillo bencénico de la Phe92, residuo 
invariante entre las proteínas PII) y el final del conector α1-β2* de la 
subunidad B, con su borde libre inscrito entre residuos del final de β3* 
Lazo C* 
Lazo T 
β3* β3*
Lazo C* 
Lazo 
B 
Lazo 
B Lazo T 
Subunidad B 
Subunidad A 
Subunidad B 
Subunidad A 
α1
*-β
2*
 
α1
*-β
2*
 
β4 β4
V64* 
T29* 
R101* 
R103* 
K90 F92 
G87 G89 
E62* 
I63* 
V64* 
T29* 
R101* 
R103* 
K90 F92 
G87 G89 
E62* 
I63* 
A
B
Fig. 57. Unión del ATP a GlnB-UMP3 (A) Vista estereoscópica del sitio de unión de ATP 
en la estructura de GlnB-UMP3. Cada subunidad se ha pintado de un color y se muestra 
en modelo de cintas. Los elementos de interés de la estructura secundaria se 
encuentran indicados sobre la estructura. La molécula de ATP se muestra en modelo de 
varillas, con los átomos de carbono en color amarillo. (B) Detalle de los contactos del 
ATP con los residuos del sitio de unión. El ATP está rodeado por su mapa 2Fo-Fc a 1σ. 
Los átomos de carbono se colorean en amarillo (nucleótido), gris (proteína, subunidad 
A) o verde (proteína, subunidad B). Los puentes de hidrógeno se representan como 
líneas discontinuas de color rojo, azul o amarillo si los residuos contactan la parte de los 
grupos fosfato, la adenina o la ribosa del ATP, respectivamente. En ambos paneles, los 
átomos de oxígeno, nitrógeno y fósforo se han coloreado en rojo, azul y naranja, 
respectivamente. 
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(residuos 62-64*, Fig. 57B). Los puentes de hidrógeno establecidos entre 
los átomos N1, N6 y N3 de la adenina con, respectivamente, los átomos 
de N y O de la Val64* y OH de la Thr29* (Fig. 57B), no sólo confieren 
selectividad absoluta frente al uracilo, que no podría formar ninguno de 
estos puentes ya que la posición esperada de su único anillo sería similar 
a la del anillo pentamérico de la adenina, sino que también explica la 
selectividad frente a la otra base púrica posible, guanina, pues esta carece 
de N6 y tiene un grupo amino unido al C2 del anillo púrico que chocaría 
con el final de la hebra β3*, que rodea al borde libre del anillo de adenina 
(Fig. 57, 58). Las interacciones polares del ATP con la proteína se 
esquematizan en la Fig. 58. Es interesante que a pesar de la distancia 
filogenética entre bacterias y arqueas, las interacciones entre la 
 
Fig. 58. Esquema de las interacciones del ATP con la GlnB-UMP3. Los puentes de 
hidrógeno se representan como líneas discontinuas de color rojo, azul o amarillo si los 
residuos contactan la parte de los grupos fosfato, la adenina o la ribosa del ATP, 
respectivamente. Las distancias se dan en Å. Los asteriscos denotan residuos de la 
subunidad B.  
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adenina y la proteína replican las observadas con la adenina en los 
complejos con nucleótido de hmGlnK2 descritos en el capítulo 1 de los 
resultados, lo que subraya la antigüedad y conservación de la selectividad 
de PII por nucleótidos de adenina (Fig. 59).  
 Como en todos los miembros de la familia PII en que se ha 
cristalizado el complejo con ATP, la porción ribosa trifosfato del 
nucleótido atraviesa el espacio entre las hojas β de las subunidades A y B   
(Fig. 57). La ribosa se ubica sobre la hoja β de la subunidad A, próxima  
al final del lazo T de dicha subunidad, ocupando una posición central 
(Fig. 57), mientras que el grupo trifosfato queda embutido entre el lazo B 
de la subunidad A (en particular los residuos del motivo invariante rico en 
glicinas 87GDG89 y la Lys90) y el lazo C de la subunidad B que extiende 
por su extremo la hoja β de la subunidad A, proveyendo dos argininas 
(101* y 103*, esta última invariante) que, junto con la Lys90, forman 
puentes de hidrógeno cargados con los fosfatos (Fig. 57B y 58). 
 Hay que decir que en nuestra estructura la densidad electrónica es 
ecGlnB  -----------MKKIDAIIKPFKLDDVREALAEVGITGMTVTEVKGFGRQKGHTELYRGAEYMVD 54
hmGlnK2 MSDADLPNDGGIKLVMAIIRPDKLADVKTALAEVGAPSLTVTNVSGRGSQPAKKSQWRGEEYTVD 65
ecGlnK  FLPKVKIEIVVPDDIVDTCVDTIIRTAQTGKIGDGKIFVFDVARVIRIRTGEEDDAAI 112
hmGlnK2 LHQKVKVECVVADTPAEDVADAIADAAHTGEKGDGKIFILPVENAIQVRTGKTGRDAV 123
ecGlnB  -----------MKKIDAIIKPFKLDDVREALAEVGITGMTVTEVKGFGRQKGHTELYRGAEYMVD 54
hmGlnK2 MSDADLPNDGGIKLVMAIIRPDKLADVKTALAEVGAPSLTVTNVSGRGSQPAKKSQWRGEEYTVD 65
ec  FLPKVKIEIVVPDDIVDTCVDTIIRTAQ GKIGD KIFVFDVARVI IRTGEEDDAAI 112
hmGlnK2 LHQKVKVECVVADTPAEDVADAIADAAHTGEKGDGKIFILPVENAIQVRTGKTGRDAV 123
β1 H1 β2
H3β3 H2 β4 β5 β6
lazo T
lazo B lazo C
Contacta adenina
Contacta ribosa
Contacta fosfato
β1 H1 β2
β3 H2 β4
Fig. 59. Alineamiento de las secuencias de GlnB de E. coli (ecGlnB) y GlnK2 de H. 
mediterranei (hmGlnK2). La identidad y la conservación se han sombreado en negro y 
gris, respectivamente. Las hélices y las hebras β se muestran como barras naranjas y 
flechas azules, respectivamente. Los lazos T, B y C también están señalados con 
recuadros rojos. Los triángulos señalan los residuos que contactan con el ATP y son de 
color rojo, azul o amarillo si contactan con la parte de los grupos fosfato, la adenina o la 
ribosa, respectivamente.  
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clara para la parte de la ribosa y la adenina y es más pobre para los grupos 
fosfato (Fig. 57), encontrándose la menor densidad electrónica y altos 
valores de factores de temperatura para el fosfato β, lo que seguramente 
revela cierta movilidad en esta parte del nucleótido. La mayor densidad 
para este fosfato se observa cerca del grupo amino de la cadena lateral de 
la Lys90, de acuerdo con la posibilidad de que lo fije en esta zona la 
formación de un puente salino con esta lisina, puente que es habitual en 
las estructuras de MgATP unido a proteínas PII (Yildiz y cols., 2007; 
Fokina y cols., 2010; Maier y cols., 2010). En todo caso, la superposición 
de la estructura de GlnB de E. coli con las estructuras de otras proteínas 
PII con ATP unido (Fig. 60A) muestra que de los tres átomos de fósforo 
del ATP, el β es el que ocupa una posición más variable. Dicha 
variabilidad de posición se da en las estructuras en las que el ATP no está 
formando un complejo con Mg2+, como es el caso para GlnB. La falta de 
Mg2+ en la estructura de GlnB con ATP unido puede parecer 
sorprendente, ya que en la solución de la proteína usada en la 
cristalización existía Mg2+ en exceso sobre los nucleótidos presentes (10 
mM MgCl2, en presencia de 2 mM ATP y 5 mM UTP). Además, la 
 
 
Fig. 60 Conformación del ATP (A) Vista estereoscópica de la posición de las moléculas 
de ATP tras la superposición de las cadenas polipeptídicas de PII en las estructuras de  
proteínas PII en complejo con ATP. La porción adenosina se muestra como varillas 
finas, con los átomos de carbono, oxígeno y nitrógeno coloreadas en gris, rojo o azul, 
respectivamente. La posición de los átomos de fósforo se indica con esferas que son de 
color verde, azul o magenta para los átomos α, β y γ, respectivamente, excepto para las 
moléculas de ATP en complejo con MgATP, que se muestran en un color más claro. Las 
estructuras utilizadas tienen los códigos PDB: 2EG2, 3LF0, 2J9E, 4OZN, 1V3S, 2GNK, 
3TA0, 2XZW, 3TA2, 4AFF, 2J9C y 2XBP (las cuatro últimas se encuentran en complejo 
con MgATP). (B) Vista estereoscópica de la superposición de las moléculas de ATP en 
la estructura de GlnB uridililada de E. coli (varillas blancas) y de GlnB de S. elongatus en 
complejo con Mg2+ (esfera verde) y 2OG (varillas coloreadas de amarillo, rojo, azul y 
naranja para los átomos de carbono, oxígeno, nitrógeno y fósforo, respectivamente). El 
puente salino entre la lisina 90 y el fosfato β se representa con una linea discontinua 
roja. Las interacciones entre los átomos de la esfera de coordinación octaédrica del ▶      
. 
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▶︎ Fig. 60 (continúa) Mg2+ están indicadas con lineas discontinuas amarillas. (C) Vista 
estereoscópica del sitio de unión de nucleótido de GlnB-UMP y GlnK de E. coli (PDB 
2GNK; Xu y cols., 1998), átomos de carbono coloreados en verde o gris 
respectivamente y átomos de oxígeno, nitrógeno y fósforo en rojo, azul y naranja, a 
excepción de los de la molécula de ATP de GlnK, en la que todos tienen color gris. Las 
líneas discontinuas rojas indican puentes salinos o enlaces de hidrógeno entre los 
átomos de proteína y de nucleótido de la estructura de GlnB-UMP. Los residuos 
pertenecientes a la subunidad contigua se indican con un asterisco. 
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solución de cristalización contenía 20 mM de CaCl2, y el Ca2+ forma 
también complejos con el ATP (DiStefano y Neuman, 1953), por lo que 
podría haberse esperado bien un complejo con Ca2+, bien con Mg2+. 
Seguramente el pH de la solución de cristalización (4,6, debido a la 
presencia de acetato sódico 0,1 M a este pH) resultó en que los fosfatos 
del ATP no estuvieran completamente desprotonados, disminuyendo 
considerablemente la afinidad del nucleótido por el metal divalente 
(Wilson y Chin, 1991).  
Fig. 61. Apertura del sitio de unión de 
ATP en GlnB de E. coli. Panel A, 
GlnB-UMP3 en complejo con ATP; 
panel B, GlnB sin ligandos (PDB: 
2PII). Se han omitido los residuos del 
lazo T (37-53). La molécula de ATP 
se muestra como varillas con los 
átomos de carbono de color amarillo. 
Los residuos del lazo C (108-112) y 
la Thr26 también se muestran como 
varillas con los átomos de carbono de 
color gris. Los átomos de oxígeno, 
nitrógeno y fósforo están en color 
rojo, azul y naranja, respectivamente. 
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 Puesto que la presencia del metal unido al ATP es clave para la 
formación del complejo con 2OG (Fokina y cols., 2010; Truan y cols., 
2010; Maier y cols., 2011), es también comprensible que el complejo no 
presente 2OG unido a pesar de que este modulador alostérico de PII se 
encontraba presente a una concentración de 2 mM en la solución de la 
proteína utilizada para la cristalización. Aunque el fosfato β forma el 
puente salino con la Lys90 que se encuentra constantemente en las 
estructuras de complejos de PII con MgATP y 2OG, de entre los tres 
fosfatos del ATP es el fosfato β el que se encuentra más alejado de la 
posición que ocupa en los complejos descritos de PII con 2OG (ver 
comparación con complejo con 2OG en Fig 60B) (Fokina y cols., 2010; 
Truan y cols., 2010; Maier y cols., 2011). En todo caso, la comparación 
de la presente estructura con la de la proteína más próxima, GlnK de E. 
coli (Fig. 60C), cristalizada en condiciones similares y unida esta última 
también a ATP sin Mg2+ (PDB 2GNK; Xu y cols., 1998), revela 
esencialmente idéntica unión de la mitad adenosina, mientras que la 
porción trifosfato, aunque extendida en ambos casos, presenta 
conformaciones no idénticas en GlnB y GlnK de E. coli. Asimismo la 
posición de los residuos que rodean al ATP es virtualmente idéntica 
excepto por la cadena lateral de la Lys90 que en el caso de GlnK no 
forma un puente de hidrógeno cargado con el fosfato β. También las 
posiciones de las cadenas laterales de las argininas 101 y 103 difieren 
algo, estando en GlnB mejor orientadas que en GlnK para formar puentes 
de hidrógeno cargados con los fosfatos β y γ del ATP (Fig. 60C). 
 Por último, la comparación con GlnB de E. coli sin ligandos 
(códigos PDB: 1PIL y 2PII) revela que el sitio de unión de nucleótido 
varía poco con la uridililación y unión de ATP (Fig. 61). Las mayores 
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diferencias entre las dos formas tienen que ver con la posición de la 
Thr26 (Fig. 54A) que en presencia de ATP se aleja de la posición de la 
adenina, dejando el sitio ligeramente más abierto, y cambios en los 
residuos 110-112 (lazo C), que sin ATP se ordenan alrededor del sitio del 
nucleótido, mientras que no se ven (por movilidad o desorden) en la 
estructura con ATP. Hay que señalar que en la conformación del lazo T 
de la estructura de GlnB sin ligandos la Arg38 (perteneciente al lazo T y 
no visible en la estructura uridililada) se coloca muy cerca del sitio que 
ocupan en nuestra estructura los fosfatos β y γ de la molécula de ATP 
(Fig. 62). Esto probablemente añade otro factor para explicar por qué no 
logramos cristalizar GlnBUMP-ATP en las mismas condiciones que GlnB, 
ya que la unión del ATP debe desplazar el residuo de arginina del sitio 
del nucleótido y forzar una conformación alternativa del lazo T, que ya no 
podría formar los contactos observados en la estructura de GlnB 
necesarios para la cristalización en esas condiciones (Fig. 56A). 
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Fig. 62. Visión estereoscópica de la superposición del sitio de nucleótido de GlnB 
uridililada y con ATP unido (átomos de carbono de color gris para la proteína y amarillos 
para el ATP) y GlnB sin ligandos unidos (átomos de carbono de color verde; PDB: 2PII). 
En la figura se muestra los residuos que forman el sitio así como el desplazamiento de 
la Thr26 y la posición de la Arg38 del lazo T, que en ausencia de nucleótido se coloca 
cerca de la posición de los fosfatos. Los átomos de oxígeno, nitrógeno y fósforo están 
coloreados de rojo, azul y naranja, respectivamente. 
 
																																																																																																																				Discusión 	
195 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
DISCUSIÓN 
 
 
 
 
 
 
 

																																																																																																																				Discusión 	
197 
 Con el fin de presentar la discusión de este trabajo de una manera 
más clara hemos organizado esta sección en tres apartados, cada uno de 
ellos relacionado con cada capítulo de resultados presentado en esta 
memoria.  
 
1. PII de H. mediterranei 
 Este estudio estructural, primero de una proteína PII halofílica y 
uno de los pocos para el dominio de las arqueas (Maier y cols., 2011; 
Yildiz y cols., 2007; Helfmann y cols., 2010; Litz y cols., 2011) confirma 
que, incluso en condiciones extremas, la estructura y características de PII 
están conservadas. A pesar de la necesidad de adaptar la proteína a un 
ambiente con una alta concentración de sal, hmGlnK2 mantiene las 
características principales de las proteínas PII, y seguramente puede 
decirse lo mismo de la otra copia paráloga del mismo organismo, 
hmGlnK1, dada la alta identidad de secuencia entre estas dos formas de 
PII presentes en H. mediteranei (Fig. 17). Estas características incluyen la 
capacidad de unir los ligandos clásicos de PII, ATP y ADP, y la 
flexibilidad del lazo T. 
 El estudio de hmGlnK2 y, por extensión, de hmGlnK1 ha permitido 
identificar posibles cambios adaptativos a la salinidad que involucran 
tanto a la secuencia como a la estructura de esta proteína. Las secuencias 
de ambas proteínas PII presentan una composición de aminoácidos con 
ciertas diferencias con respecto a otras proteínas PII, con un mayor 
predominio de residuos acídicos, lo que resulta en un menor punto 
isoeléctrico (calculado a partir de sus secuencias) y en una mayor 
prevalencia de residuos cortos. De acuerdo con lo propuesto como 
adaptación en este tipo de proteínas que se encuentran en entornos muy 
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salinos, (Siglioccolo y cols., 2011), los residuos no polares del interior de 
la proteína son más cortos que en proteínas PII no halofílicas, lo que 
parece constituir una adaptación para compensar el incremento del efecto 
hidrofóbico que se da al aumentar la fuerza iónica del entorno (Reed, 
2013). La figura 63 ejemplifica para cuatro pares de residuos del interior 
de hmGlnK2 esta disminución de la longitud de la cadena en al menos 
uno de ambos residuos, comparando cada par con el correspondiente de 
una variante mesófila (GlnK de E. coli). 
 También se ha asociado con la adaptación a la salinidad la 
existencia de una prominente capa de hidratación alrededor de la proteína 
(Britton y cols., 2006). En el caso de hmGlnK2 tal capa se da solo en una 
zona concreta, en la región plana del cuerpo de la proteína que está 
inscrita entre la salida de los tres lazos T. Contrasta la limitación de esta 
capa con la capa continua y altamente ordenada encontrada en el caso de 
la enzima glucosa deshidrogenasa de H. mediterranei (Britton y cols., 
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Fig. 63. Contactos hidrofóbicos entre pares de residuos de hmGlnK2 (gris) y GlnK de E. 
coli (naranja). La proteína se muestra en modelo de cintas con las cadenas laterales de 
los residuos implicados en la interación hidrofóbicas como varillas. 
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2006), que tapiza toda la superficie de la proteína, habiéndose descrito 
hasta 15 anillos formados por la interacción entre cinco moléculas de 
agua en la superficie de glucosa deshidrogenasa mientras que en 
hmGlnK2 no sólo la capa se limita a una zona de la proteína, sino que 
tampoco se observan anillos de aguas. Quizá la naturaleza de proteína 
señalizadora de PII, que ha de contactar directamente con otras proteínas 
para realizar su función, hace indeseable una fuerte capa continua de 
hidratación que podría inhibir o debilitar las interacciones proteína-
proteína, siendo negativa desde un punto de vista funcional, lo que no 
sería el caso para enzimas como la glucosa deshidrogenasa, en las que 
quizá el requisito mayor para la funcionalidad sería el no apantallar con 
agua el centro activo, que solo ocupa una parte menor de la molécula. De 
hecho, existe controversia sobre la relevancia de la capa de hidratación 
como adaptación al medio de alta salinidad (Qvist y cols., 2012), 
haciendo dudar del carácter haloadaptativo de la capa de moléculas de 
agua en la región entre las bases de los lazos T observada en PII. 
  Una particularidad descubierta por nosotros para hmGlnK2 pero 
generalizada en este trabajo a las proteínas PII de otros organismos 
halofílicos es la presencia de una extensión N-terminal fuertemente ácida 
que reduce el punto isoeléctrico hasta casi dos unidades en algunos casos 
(Tabla 5). Dicha extensión parece un recurso para compatibilizar la alta 
conservación de secuencia de las proteínas PII (Arcondeguy, 2001) con la 
adaptación a ambientes salinos extremos, pues de este modo la adición de 
esta pequeña secuencia, con alto contenido en residuos ácidos y polares 
en una zona muy expuesta al solvente, permite bajar fuertemente el punto 
isoeléctrico a la vez que se minimizan los cambios de secuencia del 
núcleo proteico común a todas las proteínas PII. Esta estrategia no es 
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única de PII. En la ferredoxina de Halobacterium salinarum (Marg y 
cols., 2005) o en la cisteinil-tRNA sintetasa de Halobacterium sp. NRC-1 
(Evilia y Hoy, 2006) se han encontrado inserciones que también parecen 
tener un papel en la haloadptación. Cabe resaltar que puede que en 
hmGlnK2 estas extensiones estén involucradas en contactos proteína-
proteína, como se observa en los contactos entre trímeros de PII en el 
cristal en complejo con ATP, ya que son zonas expuestas, cargadas y que 
representan una parte significativa de la superficie total de la proteína.  
 H. mediterranei es un organismo que además de vivir a altas 
concentraciones de sal crece a una temperatura óptima elevada (51 °C) 
por lo que también se clasifica como un termófilo moderado (Bowers y 
cols., 2011). La alta temperatura de crecimiento de este organismo no 
debería plantear problemas de estabilidad incluso a proteínas PII de 
organismos mesófilos, pues estas proteínas tienen una gran estabilidad 
térmica (Moure y cols., 2012), situación que se da en grado aún más 
extremo con una proteína PII atípica, la proteína CutA. La alta 
termoestabilidad se aprovecha en algunos protocolos de purificación de 
PII, que incluyen pasos de calentamiento de los extractos crudos a 70 u 
80 °C (Radchenko y cols., 2010; Moure y cols., 2012). A pesar de lo 
dicho, la superficie de hmGlnK2 se encuentra más cargada que la de otras 
proteínas PII (Fig. 22A), lo que está considerado como una característica 
asociada a la adaptación a altas temperaturas además de a altas 
concentraciones de sal (Reed y cols., 2013). También se ha descrito como 
adaptación térmica la formación de oligómeros superiores (Vieille y 
Zeikus, 2001), y, de acuerdo con ello, hemos encontrado hexámeros de 
hmGlnK2 en alguna de las formas cristalinas de esta proteína. Otros 
rasgos encontrados en proteínas termófilas, como un incremento de los 
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puentes disulfuro, una mayor cantidad de puentes salinos, una menor 
presencia de glicinas o mayor de prolinas (Reed y cols., 2013), no se dan 
significativamente en hmGlnK2, lo que sugiere que las proteínas PII no 
requieren muchos cambios para adaptarse a altas temperaturas dada su 
alta estabilidad térmica intrínseca. 
 Un rasgo novedoso de hmGlnK2 es su capacidad de unir AMP con 
alta afinidad. De hecho, en el primer cristal que analizamos de esta 
proteína ya se encontraban AMP y ADP con ocupaciones parciales en el 
sitio de nucleótido, algo que no se había descrito antes en una proteína 
PII. El cristal obtenido posteriormente exhibe una alta ocupación por 
AMP del sitio de nucleótido. Los estudios bioquímicos de unión de 
nucleótido que hemos realizado indican que hmGlnK2 tiene una afinidad 
por AMP comparable a sus afinidades por ATP y ADP, en contraposición 
con lo que sucede, por ejemplo con la GlnB bacteriana de S. elongatus en 
la que la afinidad por AMP es mucho peor que por ADP o ATP (ver 
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Fig. 64. Visión estereoscópica de la superposición de los residuos (varillas finas) que 
forman el sitio del AMP y el ATP (representadas con varillas gruesas) en hmGlnK2 
(átomos de carbono y fósforo en gris) y GlnB de S. elongatus (átomos de carbono y 
fósforo en verde). Los átomos de oxígeno y nitrógeno son rojos y azules, 
respectivamente. 	
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sección de Resultados. La similitud en la afinidad de AMP y ADP/ATP 
por hmGlnK2 está justificada por la similitud en el número y en las 
caracteríscticas de las interacciones de AMP, ADP y ATP con la proteína 
(ver también sección de Resultados). Como ya se mencionó con 
anterioridad, los cambios de secuencia asociados a la haloadaptación no 
han llevado a sustituir residuos de unión con el nucleótido con respecto a 
proteínas PII no halofílicas, como ilustra la superposición de estos sitios 
para nucleótido de hmGlnK2 y de GlnB de  S. elongatus (Fig. 64). Solo 
es patente un cambio de residuo, el de la Gly27 de S. elongatus, muy 
conservada entre la proteínas PII, por la Ser38 de H. mediterranei. Como 
ya indicamos en la sección de resultados, el anillo de adenina está 
emparedado entre una fenilalnina que es constante (Phe103) y o bien la 
glicina (PII de S. elongatus) o la serina (hmGlnK2) pertenecientes a la 
subunidad vecina. Es posible que la serina resulte en un emparedado 
mejor del anillo de adenina, con el resultado de una mejor retención de la 
porción adenosina y por tanto de una afinidad relativa más alta (en cuanto 
que el peso de la adenosina en las interacciones sería mayor) por el AMP. 
En todo caso, los similares número y fuerza de los enlaces de la proteína 
con AMP y ADP casa muy bien con la similitud de las afinidades de la 
proteína por estos dos nucleótidos revelada aquí. Por tanto, en el caso de 
de hmGlnK2 la elección de PII entre ADP y AMP dependería más de las 
concentraciones relativas de ambos nucleótidos en la solución que en 
organismos como S. elongatus, en el que la afinidad por AMP es mucho 
menor. El cambio en la relación ATP/AMP podría ser un descriptor más 
relevante del estado energético celular que la pura relación ATP/ADP, y 
quizá por ello hmGlnK2 podría ser un mejor sensor de la carga energética 
que otras proteínas PII con menor afinidad relativa por el AMP. 
																																																																																																																				Discusión 	
203 
 Dada la alta afinidad de hmGlnK2 por ATP, ADP y AMP, sería de 
esperar que el nucleótido unido a PII durante la sobreexpresión en E. coli 
fuera el más abundante en el citoplasma celular, ATP. Sin embargo, 
nuestro modelo final del cristal de hmGlnK2 sin nucleótidos añadidos 
claramente tiene ADP unido, como sería de esperar si tuviera lugar la 
hidrólisis del fosfato γ del ATP por una lenta actividad ATPasa que ha 
sido descrita recientemente para las proteínas PII (Radchenko y cols., 
2013). Nuestra molécula de ADP comparte con el ADP unido con alta 
afinidad a PII descrito recientemente (Zeth y cols., 2014) el puente de 
hidrógeno entre el fosfato α y la cadena lateral de la Lys90 (Lys101 en 
hmGlnK2, Fig. 24B). Sin embargo, los enlaces entre el fosfato β y las 
cadenas laterales de los residuos Gln112* y Arg114* del lazo C (Zeth y 
cols., 2014) no se encuentran conservados en nuestra estructura con ADP 
(Fig. 24B), lo que sugiere que la interacción con la lisina es suficiente 
para asegurar la unión de alta afinidad del ADP que observamos en 
nuestros ensayos. De todos modos, la hablilidad de las proteínas GlnK de 
H. mediterranei de unir AMP plantea la cuestión de si el AMP y el ADP 
promueven la formación de los mismos complejos de las proteínas GlnK 
con sus dianas, como por ejemplo el canal Amt. En principio, las 
interacciones de ambos nucleótidos con PII son suficientemente similares 
como para decantarse por esta posibilidad. 
 La observación hecha aquí de que en complejo con ATP buena 
parte visible del lazo T de hmGlnK2 se organiza como una hélice alfa, 
extiende el repertorio de las conformaciones conocidas del lazo T, 
repertorio que incluía conformaciones estiradas aproximadamente 
paralelas (Conroy y cols., 2007; Gruswitz y cols., 2007; Llácer y cols., 
2010) o perpendiculares (Fokina y cols., 2010; Truan y cols., 2010; Maier 
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y cols., 2011) al eje ternario de PII, o conformaciones flexionadas como 
la descrita por nuestro grupo en el complejo de PII con NAGK (Llácer y 
cols., 2007). De momento, dada la ausencia de estructuras de hmGlnK2 
en complejo con 2OG o con alguna de sus dianas proteicas, sería 
especulativo atribuir conformaciones específicas del lazo T a estados 
funcionales de esta proteína. Sin embargo, por analogía con el complejo 
entre GlnK y AmtB de E. coli (Gruswitz y cols., 2007; Conroy y cols., 
2007), lo más probable es que dicho lazo se organice como una horquilla 
β en el complejo entre las proteínas GlnK y Amt cuya existencia se ha 
probado en H. mediterranei (Pedro-Roig y cols., 2013b). A partir de las 
observaciones con proteínas PII de E. coli, S. elongatus y A. fulgidus 
(Maier y cols., 2011; Gruswitz y cols., 2007; Conroy y cols., 2007; Llácer 
y cols., 2010) parece probable que el ADP promueva esta conformación 
extendida. Como las interacciones del AMP y del ADP con hmGlnK2 son 
bastante similares, esta conformación extendida podría ser también 
promovida por AMP. Serán precisos estudios estructurales del complejo 
entre hmGlnK2 y glutamina sintetasa para aclarar si la conformación en 
α-hélice del lazo T observada aquí está directamente implicada en la 
interacción directa descrita entre GS y hmGlnK2 (Pedro-Roig y cols., 
2011 y 2013a). 
 
2. AmtR 
 Nuestro trabajo representa la primera caracterización estructural del 
represor transcripcional AmtR, el regulador global del nitrógeno en C. 
glutamicum. Otros grupos han intentado resolver la estructura de AmtR e 
incluso se ha publicado hace ya más de cinco años (Hasselt y cols., 2009) 
una nota cristalográfica describiendo la producción, cristalización y 
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difracción de AmtR nativa y de su forma marcada con SeMet. Sin 
embargo, a pesar de la buena resolución de los cristales difractados (~2 
Å), los investigadores no lograron determinar la estructura de AmtR 
debido al daño por radiación recibido durante la difracción, y no ha 
habido publicación ulterior sobre esta materia. 
 La estructura de este represor transcripcional no solo confirma la 
inferencia derivada de su secuencia de que es un miembro de la familia 
TetR, sino que además revela rasgos únicos de la molécula que podrían 
ser relevantes respecto a su mecanismo de disociación del DNA, 
haciéndoles merecedores de un estudio más detallado.  
 Un aspecto aclarado estructuralmente en este trabajo es cómo AmtR 
se une al DNA y la base estructural de su especificidad de unión a su 
secuencia de de reconocimiento en el DNA. Como es típico en los 
reguladores de tipo HTH (que incluye los reguladores de la familia de 
TetR), AmtR inserta cada hélice de sus dos motivos hélice-giro-hélice 
(HTH) (hélices 3 y 3', donde el ' diferencia una subunidad de la otra en el 
dímero) en dos surcos mayores consecutivos de la doble hélice de DNA, 
los cuales contienen las dos mitades del cuasi-palíndromo reconocido por 
AmtR. A diferencia de lo observado en algunos otros miembros de la 
familia de TetR (Schumacher y cols., 2002; Itou y cols., 2010: Kim y 
cols., 2013; Tonthat y cols., 2013), un único dímero de AmtR se une a su 
caja de unión en el DNA, en vez de unirse como dos dímeros. La 
necesidad de ubicar de forma precisa en el DNA las dos mitades del 
cuasi-palíndromo reconocido por los residuos determinantes de 
especificidad de las hélices 3 y 3' explica el requerimiento de que sean 
exactamente seis nucleótidos los que separen una de la otra mitad del 
cuasi-palíndromo. Este requerimiento de seis residuos intermedios ha sido 
Discusión  	 		
206 
muy bien caracterizado in vivo con el mismo promotor de amtR. Este 
promotor contiene una secuencia en principio correcta para el 
reconocimiento por AmtR, pero en la que la separación entre ambas 
mitades del palíndromo es solo de cinco bases. Como consecuencia, amtR 
no es controlado por AmtR, pero la mutación de esta pseudosecuencia de 
reconocimiento por inserción de una base entre ambas mitades del 
palíndromo, aumentando así de cinco a seis las bases separadoras, fue 
suficiente para que se diera la autorregulación (Hasselt y cols., 2011). 
Curiosamente, AmtR es uno de los pocos miembros de la familia de 
reguladores TetR cuya expresión no se encuentra autorregulada 
(Cuthbertson y cols., 2013), pero la presencia de esta pseudo-secuencia de 
reconocimiento sugiere la posibilidad de que el promotor actual de amtR 
provenga de un ancestro al que sí se unía la proteína y que sufrió la 
deleción de una base, volviéndose incapaz de ser objeto de represión por 
AmtR y permitiendo la expresión constitutiva del gen. La no 
autorregulación de AmtR podría resultar en la existencia de una única 
respuesta, de tipo rápida y carácter alostérico, cuando se dan cambios en 
la disponibilidad de nitrógeno, y en una menor expresión basal de los 
genes reprimidos por AmtR (Hasselt y cols., 2011). Este patrón de control 
contrasta con los de los miembros de la familia TetR que están 
involucrados en la respuesta a moléculas tóxicas (como por ejemplo 
TetR, factor de respuesta a tetraciclina) que sí están sujetos a 
autorregulación debido a que comparten el promotor con el principal gen 
que regulan, que en el caso de TetR es el que codifica la bomba 
exportadora de tetraciclina (Cuthbertson y cols., 2013). 
 Una diferencia importante entre el mecanismo de unión al DNA de 
AmtR y de otros reguladores transcipcionales diméricos que utilizan los 
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motivos HTH de unión al DNA, incluyendo al paradigma de la familia, 
TetR (Yu y cols., 2010; Orth y cols., 2000; Schumacher y cols., 2002; 
Miller y cols., 2010; Itou y cols., 2010; Sawai y cols., 2012; Kim y cols., 
2013 y Tonthat y cols., 2013) o los miembros de la familia CRP (Schultz 
y cols., 1991), es el papel que tiene la extensión N-terminal de AmtR. 
Esta extensión de 19 residuos, equivalente a casi 70 Å en una 
conformación completamente desplegada, se encuentra desordenada o es 
muy móvil en el cristal que no contiene DNA, ya que no pudo trazarse en 
dicha estructura cristalina sin DNA. En presencia de DNA la extensión se 
organiza y actúa de ancla que se engancha en el surco menor del DNA 
cuando AmtR se une a la doble hélice. Dado que la mayoría de los 
residuos de la hélice 3 que están involucrados en la unión del DNA hacen 
contactos de van der Waals en vez de puentes de hidrógeno con las bases 
que confieren la especificidad (ver sección de Resultados), puede que sea 
necesario reforzar la unión del DNA mediante el anclaje de la extensión 
N-terminal en el surco menor del DNA. De hecho, la falta de unión al 
DNA cuando se delecionan los residuos 2-15 de esta extensión (ver 
capítulo 2 de resultados) apoya fuertemente la importancia de este 
anclaje. 
 Tanto las hélices de unión al DNA (hélices 3 y 3') como las 
extensiones N-terminales están conservadas en las proteínas AmtR o las 
proteínas ortólogas de bacterias gram positivas (Fig. 65). Así, todos los 
residuos de la hélice 3 (52RQASLY57), están conservados mientras que en 
la extensión N-terminal lo está la secuencia 6GRPR9, cuyos dos primeros 
residuos constituyen el núcleo del ancla, insertándose en el surco menor, 
seguidos de la prolina que hace posible la salida del surco de esa  
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extensión, y de la Arg9 que interacciona con grupos fosfato del DNA y 
que, junto a la Arg15 (casi completamente conservada también), establece 
puentes salinos con tres residuos ácidos de la primera hélice, Glu23, 
Asp26 y Glu30, que también están conservados en todas las AmtR y 
proteínas ortólogas de estas bacterias (Fig. 65). El hecho de que algunos 
residuos de esta extensión implicados en conexiones con los fosfatos del 
DNA y/o con la proteína (argininas 10 y 14) no estén completamente 
conservados, sugiere que la contribución a la afinidad por el DNA debida 
a la extensión N-terminal puede variar dependiendo de la secuencia de 
esta extensión. Así, mientras que en AmtR de C. glutamicum dicha 
extensión fue esencial para detectar unión de AmtR al DNA en estudios 
de EMSA, el papel de otra extensión N-terminal existente en la proteína 
de la misma familia, SimR, no fue esencial para la unión al DNA de esta 
proteína (Le y cols., 2011). 
 La funcionalidad in vivo de la maquinaria de unión al DNA que han 
revelado nuestras estructuras está apoyada por la observación de que los 
residuos de la hélice 3 que hemos identificado aquí como involucrados en 
C. glutamicum      1 -------MAGAVGRPRRSAPRRAGKNPREEILDASAELFTRQGFATTSTHQIADAVGIRQASLYYHFPSKTEIFLTLLKSTVEPS 78
C. efficiens       1 -------MAGAVGRPRRSAPRRAGKNPREEILDASAELFTRQGFATTSTHQIADAVGIRQASLYYHFPSKTEIFLTLLKSTVEPS 78
C. diphtheriae     1 -------MAGAVGRPRKNSPRRRGSTAREEILDASAELFTTQGFATTSTHQIADAVGIRQASLYYHFPSKTEIFLTLLQSTVAPS 78
S. avermitilis     1 ----MGTSGRRVGRPRAAQRPDSGLSPRDELLTAAAELFTTRGYAATTTRAVAERAGMRQASMYHYVSGKEELLAALLESTVTPS 81
M. smegmatis       1 -----MTTTSGRGRPRLEQPRRPGQTAREEILDAAAELFTTHGYGSTSTRRIADEVGVRQASLYHHFATKDDILDALLAGTVDEP 80
N. farcinica       1 MRQNGEVTSLGPGRPRLAPRRRQGRTPRAEILDAAAELFTTQGYASTSTRAVADAVGIRQASLYHHFAAKDDILEALLAETVSGP 85
A. aurescens       1 ------MTTAGPGRPRKQQAVRPGATARDEILDAAAELFTGQGFANTSTRAIADAVGIRQSSLYHHFSTKDEILGELLGGTVSTS 79
R. jostii          1 -------MTTGPGRPRLTSQRRPGQTTPEEILDAAGELFTTKGFAATSTRQIAEMVGIRQASLYHHFPNKEEILAALLEETVSPA 78
C. glutamicum     79 TVLAEDLST---LDAGPEMRLWAIVASEVRLLLSTKWNVGRLYQLPIVGSEEFAEYHSQREALTNVFRDLATEIVGD-D------ 153
C. efficiens      79 MVLAGDLAN---LEASPELRLWALVAAEVRLLLSTKWNVGRLYQLPIVASEEFEEYHTQRATLTDTFRSLATEIVGEDD------ 154
C. diphtheriae    79 TALAEAFVD---NEAPAPLRLWALTATECRLLLSTRWNVGRLYQLPVAASAEFASYQTQRDQLRQTFKNIASEILSPDD------ 154
S. avermitilis    82 LALARHLLAE--DAAPAESRLWELCRTDVELLCGGPHNLGGLYLLPEVHTERFAGFHAVRAELKDTYRQLLAATAVGGA-LAKSE 163
M. smegmatis      81 LELAHGLLG---ESGPAAPRLHALVIYDASQLCAGRWNLGALYLLPELRTDRFAPFRRRRAELRSAYRSLAAAVIAECG-----G 157
N. farcinica      86 LALAERLRA---EPVAPAVRLYALARFDVRQLCSARWNLGALYLLPELRSARFAAFRRQRDDLRGHYERFAAEVLAAAR---AAH 164
A. aurescens      80 LDFARAIRQHSADAVSAAARLHAVVLFDGSQLCNSRWNLGVLYHLPEARAEIFQPFMAARKELRTIYSELGRELARVSD-----A 159
R. jostii         79 LAAAGRLAD---AAAPATVRLHALATYDVTQLTATKWNLGALYLLPELLTDRFEPFRAQRTLLRRHYRQLADQALTEITDDSGDT 160
C. glutamicum    154 --PRAELPFHITMSVIEMRRNDGK--IPSPLSADSLPETAIMLADASLAVLGAPLPADRVEKTLE-LIK-QADAK---------- 222
C. efficiens     155 --PRAELPFHITMSAIEMRRNDGK--VPSPLSEDSLPDTAVMLADAALAVLGADLPGDRVERTLE-LLR-QADAK---------- 223
C. diphtheriae   155 --PRTDLPFHIALSVIEMRSNDGV--VPEPLRDEELPALAIMLADAALAVVGAALPDDRVEWTLN-LIR-TLNN----------- 223
S. avermitilis   164 LDLRTDLVFGLIEGVILVHRSDPERP---------VSAFAEATADAALRIVGV-------------------------------- 207
M. smegmatis     158 PPEADDLPFRLVESVINSRSDDAV--VP--------PEQPWVIGEGALRVLGFDGDFAELAAATASRLGVRPPGRAAR------- 225
N. farcinica     165 AEGAELLPFRMVESVINMRSDEGT--AP--------DYAERLIPEAILHLLGHHDALGAVRAAADDLLD-RLDG----------- 228
A. aurescens     160 DQGLGDTAFRLVESLINLRADGLIST-----------DSASTTADTVMILAGLKRELPAVRTASRDLIS-RFGDVPERVSSMKSA 232
R. jostii        161 SPALTDLPFRIVESAIATRADIERGLLPGPEN----EGAAGLLADACLRALGWTKPMDEIRAKSRALLAETAGGTPLRL------ 235
ɑ1 ɑ2 ɑ3 ɑ4
ɑ4
C. glutamicum      1 -------MAGAVGRPRRSAPRRAGKNPREEILDASAELFTRQGFATTSTHQIADAVGIRQASLYYHFPSKTEIFLTLLKSTVEPS 78
C. efficiens       1 -------MAGAVGRPRRSAPRRAGKNPREEILDASAELFTRQGFATTSTHQIADAVGIRQASLYYHFPSKTEIFLTLLKSTVEPS 78
C. diphtheriae     1 -------MAGAVGRPRKNSPRRRGSTAREEILDASAELFTTQGFATTSTHQIADAVGIRQASLYYHFPSKTEIFLTLLQSTVAPS 78
S. avermitilis     1 ----MGTSGRRVGRPRAAQRPDSGLSPRDELLTAAAELFTTRGYAATTTRAVAERAGMRQASMYHYVSGKEELLAALLESTVTPS 81
M. smegmatis       1 -----MTTTSGRGRPRLEQPRRPGQTAREEILDAAAELFTTHGYGSTSTRRIADEVGVRQASLYHHFATKDDILDALLAGTVDEP 80
N. farcinica       1 MRQNGEVTSLGPGRPRLAPRRRQGRTPRAEILDAAAELFTTQGYASTSTRAVADAVGIRQASLYHHFAAKDDILEALLAETVSGP 85
A. aurescens       1 ------MTTAGPGRPRKQQAVRPGATARDEILDAAAELFTGQGFANTSTRAIADAVGIRQSSLYHHFSTKDEILGELLGGTVSTS 79
R. jostii          1 -------MTTGPGRPRLTSQRRPGQTTPEEILDAAGELFTTKGFAATSTRQIAEMVGIRQASLYHHFPNKEEILAALLEETVSPA 78
C. glutamicum     79 TVLAEDLST---LDAGPEMRLWAIVASEVRLLLSTKWNVGRLYQLPIVGSEEFAEYHSQREALTNVFRDLATEIVGD-D------ 153
C. efficiens      79 MVLAGDLAN---LEASPELRLWALVAAEVRLLLSTKWNVGRLYQLPIVASEEFEEYHTQRATLTDTFRSLATEIVGEDD------ 154
C. diphtheriae    79 TALAEAFVD---NEAPAPLRLWALTATECRLLLSTRWNVGRLYQLPVAASAEFASYQTQRDQLRQTFKNIASEILSPDD------ 154
S. avermitilis    82 LALARHLLAE--DAAPAESRLWELCRTDVELLCGGPHNLGGLYLLPEVHTERFAGFHAVRAELKDTYRQLLAATAVGGA-LAKSE 163
M. smegmatis      81 LELAHGLLG---ESGPAAPRLHALVIYDASQLCAGRWNLGALYLLPELRTDRFAPFRRRRAELRSAYRSLAAAVIAECG-----G 157
N. farcinica      86 LALAERLRA---EPVAPAVRLYALARFDVRQLCSARWNLGALYLLPELRSARFAAFRRQRDDLRGHYERFAAEVLAAAR---AAH 164
A. aurescens      80 LDFARAIRQHSADAVSAAARLHAVVLFDGSQLCNSRWNLGVLYHLPEARAEIFQPFMAARKELRTIYSELGRELARVSD-----A 159
R. jostii         79 LAAAGRLAD---AAAPATVRLHALATYDVTQLTATKWNLGALYLLPELLTDRFEPFRAQRTLLRRHYRQLADQALTEITDDSGDT 160
C. glutamicum    154 --PRAELPFHITMSVIEMRRNDGK--IPSPLSADSLPETAIMLADASLAVLGAPLPADRVEKTLE-LIK-QADAK---------- 222
C. efficiens     155 --PRAELPFHITMSAIEMRRNDGK--VPSPLSEDSLPDTAVMLADAALAVLGADLPGDRVERTLE-LLR-QADAK---------- 223
C. diphtheriae   155 --PRTDLPFHIALSVIEMRSNDGV--VPEPLRDEELPALAIMLADAALAVVGAALPDDRVEWTLN-LIR-TLNN----------- 223
S. avermitilis   164 LDLRTDLVFGLIEGVILVHRSDPERP---------VSAFAEATADAALRIVGV-------------------------------- 207
M. smegmatis     158 PPEADDLPFRLVESVINSRSDDAV--VP--------PEQPWVIGEGALRVLGFDGDFAELAAATASRLGVRPPGRAAR------- 225
N. farcinica     165 AEGAELLPFRMVESVINMRSDEGT--AP--------DYAERLIPEAILHLLGHHDALGAVRAAADDLLD-RLDG----------- 228
A. aurescens     160 DQGLGDTAFRLVESLINLRADGLIST-----------DSASTTADTVMILAGLKRELPAVRTASRDLIS-RFGDVPERVSSMKSA 232
R. jostii        161 SPALTDLPFRIVESAIATRADIERGLLPGPEN----EGAAGLLADACLRALGWTKPMDEIRAKSRALLAETAGGTPLRL------ 235
C. glutamicum      1 -------MAGAVGRPRRSAPRRAGKNPREEILDASAELFTRQGFATTSTHQIADAVGIRQASLYYHFPSKTEIFLTLLKSTVEPS 78
C. efficiens       1 -------MAGAVGRPRRSAPRRAGKNPREEILDASAELFTRQGFATTSTHQIADAVGIRQASLYYHFPSKTEIFLTLLKSTVEPS 78
C. diphtheriae     1 -------MAGAVGRPRKNSPRRRGSTAREEILDASAELFTTQGFATTSTHQIADAVGIRQASLYYHFPSKTEIFLTLLQSTVAPS 78
S. avermitilis     1 ----MGTSGRRVGRPRAAQRPDSGLSPRDELLTAAAELFTTRGYAATTTRAVAERAGMRQASMYHYVSGKEELLAALLESTVTPS 81
M. smegmatis       1 -----MTTTSGRGRPRLEQPRRPGQTAREEILDAAAELFTTHGYGSTSTRRIADEVGVRQASLYHHFATKDDILDALLAGTVDEP 80
N. farcinica       1 MRQNGEVTSLGPGRPRLAPRRRQGRTPRAEILDAAAELFTTQGYASTSTRAVADAVGIRQASLYHHFAAKDDILEALLAETVSGP 85
A. aurescens       1 ------MTTAGPGRPRKQQAVRPGATARDEILDAAAELFTGQGFANTSTRAIADAVGIRQSSLYHHFSTKDEILGELLGGTVSTS 79
R. jostii          1 -------MTTGPGRPRLTSQRRPGQTTPEEILDAAGELFTTKGFAATSTRQIAEMVGIRQASLYHHFPNKEEILAALLEETVSPA 78
C. glutamicum     79 TVLAEDLST---LDAGPEMRLWAIVASEVRLLLSTKWNVGRLYQLPIVGSEEFAEYHSQREALTNVFRDLATEIVGD-D------ 153
C. efficiens      79 MVLAGDLAN---LEASPELRLWALVAAEVRLLLSTKWNVGRLYQLPIVASEEFEEYHTQRATLTDTFRSLATEIVGEDD------ 154
C. diphtheriae    79 TALAEAFVD---NEAPAPLRLWALTATECRLLLSTRWNVGRLYQLPVAASAEFASYQTQRDQLRQTFKNIASEILSPDD------ 154
S. avermitilis    82 LALARHLLAE--DAAPAESRLWELCRTDVELLCGGPHNLGGLYLLPEVHTERFAGFHAVRAELKDTYRQLLAATAVGGA-LAKSE 163
M. smegmatis      81 LELAHGLLG---ESGPAAPRLHALVIYDASQLCAGRWNLGALYLLPELRTDRFAPFRRRRAELRSAYRSLAAAVIAECG-----G 157
N. farcinica      86 LALAERLRA---EPVAPAVRLYALARFDVRQLCSARWNLGALYLLPELRSARFAAFRRQRDDLRGHYERFAAEVLAAAR---AAH 164
A. aurescens      80 LDFARAIRQHSADAVSAAARLHAVVLFDGSQLCNSRWNLGVLYHLPEARAEIFQPFMAARKELRTIYSELGRELARVSD-----A 159
R. jostii         79 LAAAGRLAD---AAAPATVRLHALATYDVTQLTATKWNLGALYLLPELLTDRFEPFRAQRTLLRRHYRQLADQALTEITDDSGDT 160
C. glutamicum    154 --PRAELPFHITMSVIEMRRNDGK--IPSPLSADSLPETAIMLADASLAVLGAPLPADRVEKTLE-LIK-QADAK---------- 222
C. efficiens     155 --PRAELPFHITMSAIEMRRNDGK--VPSPLSEDSLPDTAVMLADAALAVLGADLPGDRVERTLE-LLR-QADAK---------- 223
C. diphtheriae   155 --PRTDLPFHIALSVIEMRSNDGV--VPEPLRDEELPALAIMLADAALAVVGAALPDDRVEWTLN-LIR-TLNN----------- 223
S. avermitilis   164 LDLRTDLVFGLIEGVILVHRSDPERP---------VSAFAEATADAALRIVGV-------------------------------- 207
M. smegmatis     158 PPEADDLPFRLVESVINSRSDDAV--VP--------PEQPWVIGEGALRVLGFDGDFAELAAATASRLGVRPPGRAAR------- 225
N. farcinica     165 AEGAELLPFRMVESVINMRSDEGT--AP--------DYAERLIPEAILHLLGHHDALGAVRAAADDLLD-RLDG----------- 228
A. aurescens     160 DQGLGDTAFRLVESLINLRADGLIST-----------DSASTTADTVMILAGLKRELPAVRTASRDLIS-RFGDVPERVSSMKSA 232
R. jostii        161 SPALTDLPFRIVESAIATRADIERGLLPGPEN----EGAAGLLADACLRALGWTKPMDEIRAKSRALLAETAGGTPLRL------ 235
ɑ5 ɑ6 ɑ7
ɑ8 ɑ9 ɑ10
ancla
C. glutamicum      1 -------MAGAVGRPRRSAPRRAGKNPREEILDASAELFTRQGFATTSTHQIADAVGIRQASLYYHFPSKTEIFLTLLKSTVEPS 78
C. efficiens       1 -------MAGAVGRPRRSAPRRAGKNPREEILDASAELFTRQGFATTSTHQIADAVGIRQASLYYHFPSKTEIFLTLLKSTVEPS 78
C. diphtheriae     1 -------MAGAVGRPRKNSPRRRGSTAREEILDASAELFTTQGFATTSTHQIADAVGIRQASLYYHFPSKTEIFLTLLQSTVAPS 78
S. avermitilis     1 ----MGTSGRRVGRPRAAQRPDSGLSPRDELLTAAAELFTTRGYAATTTRAVAERAGMRQASMYHYVSGKEELLAALLESTVTPS 81
M. smegmatis       1 -----MTTTSGRGRPRLEQPRRPGQTAREEILDAAAELFTTHGYGSTSTRRIADEVGVRQASLYHHFATKDDILDALLAGTVDEP 80
N. farcinica       1 MRQNGEVTSLGPGRPRLAPRRRQGRTPRAEILDAAAELFTTQGYASTSTRAVADAVGIRQASLYHHFAAKDDILEALLAETVSGP 85
A. aurescens       1 ------MTTAGPGRPRKQQAVRPGATARDEILDAAAELFTGQGFANTSTRAIADAVGIRQSSLYHHFSTKDEILGELLGGTVSTS 79
R. jostii          1 -------MTTGPGRPRLTSQRRPGQTTPEEILDAAGELFTTKGFAATSTRQIAEMVGIRQASLYHHFPNKEEILAALLEETVSPA 78
C. glutamicum     79 TVLAEDLST---LDAGPEMRLWAIVASEVRLLLSTKWNVGRLYQLPIVGSEEFAEYHSQREALTNVFRDLATEIVGD-D------ 153
C. e fic en    79 MVLAGD N--- EASPELRLWALVAAEV LLLSTKWNVGRLYQLPIVAS EFEEYHTQRATLTDTFRSLATEIVGEDD------ 154
C. diphtheriae    79 TALAEAFVD---NEAPAPLRLWALTATEC LLLSTRWNVGRLYQLPV ASAEFASYQTQRDQLRQTFKNIASEILSPDD------ 154
S. avermitilis    82 LALA HLLAE--D APAESRLWELCRTDVELLCG PHN GGLYLLPEVHTERFAGFHAVRAELKDTYRQLLAATAVGGA-LAKSE 163
M. smegmatis    81 LELAHGLLG---ESGPAAPRLHALVIYDASQLCA RWN GALYLLPELRTDRFAPFRRRRAELRSAYRSLAAAVIAECG-----G 157
N. farcinica     86 LALAERLRA---EPVAPAVRLYALARFD RQLCSARWN GALY LPELRSARFAAFRRQRDDLRGHYERFAAEVLAAAR---AAH 164
A. aurescen     80 DFAR IRQHSADAVSAAARLHAVV FDG QLCNSRWN G LYHLPEAR EIFQPFMAARKELRTIYSELGRELARVSD-----A 159
R. jost i       79 AAGRLAD---AAAPATVRLHALATYD QLTATKWN GALY LPELLTDRF PFRAQRTLLRRHYRQLADQALTEITDDSGDT 160
C. glutamicum    154 --PRAELPFHITMSVIEMRRNDGK--IPSPLSADSLPETAIMLADASLAVLGAPLPADRVEKTLE-LIK-QADAK---------- 222
C. effic ens    155 --PR ELPFHITMSAIEMRRND K--VPSP S DSLPD AVMLA A LAVLGADLPGDRVERTLE-LLR-QADAK---------- 223
C. diphtheriae   155 --PRTDLPFHIALSVIEMRSND V--VPEPLRDEELPA AIMLA A LAVVGAALPDDRVEWTLN-LIR-TLNN----------- 223
S. av mit lis   164 LD RTD FGLIEGVI VHR P RP------ VSAFAEATADA LRIVGV ------------------------------- 207
M. smegmatis    158 PEADDLPFRLVESVIN R D --VP--------P QPWVIGEG LRVLGFDGDFAELAAATASRLGVRPPGRAAR------- 225
N. farcinica    165 AEGAELLPFRM ESVINMRSD GT--AP--------DY ERLIPEAILHLLGHHDALGAVRAAADDLLD-RLDG----------- 228
A. aurescens    160 DQGLGDTAFRL ESLINLRAD LIST-----------DSA TTADTVMI AGLKRELPAVRTASRDLIS-RFGDVPERVSSMKSA 232
R. jo i    161 SPALTDLPFR VESAIATRADIERGLLPGPEN----EGAAG LADACLRALGWTKPMDEIRAKSRALLAETAGGTPLRL------ 235
Cgl   1 -------MAGAVGRPRRSAPRRAGKNPREEILDASAELFTRQGFATTSTHQIADAVGIRQASLYYHFP 61 
Cef   1 -------MAGAVGRPRRSAPRRAGKNPREEILDASAELFTRQGFATTSTHQIADAVGIRQASLYYHFP 61 
Cdi   1 -------MAGAVGRPRKNSPRRRGSTAREEILDASAELFTTQGFATTSTHQIADAVGIRQASLYYHFP 61 
Sav   1 ----MGTSGRRVGRPRAAQRPDSGLSPRDELLTAAAELFTTRGYAATTTRAVAERAGMRQASMYHYVS 64 
Msm   1 -----MTTTSGRGRPRLEQPRRPGQTAREEILDAAAELFTTHGYGSTSTRRIADEVGVRQASLYHHFA 63 
Nfa   1 MRQNGEVTSLGPGRPRLAPRRRQGRTPRAEILDAAAELFTTQGYASTSTRAVADAVGIRQASLYHHFA 68 
Aau   1 ------MTTAGPGRPRKQQAVRPGATARDEILDAAAELFTGQGFANTSTRAIADAVGIRQSSLYHHFS 62 
Rjo   1 -------MTTGPGRPRLTSQRRPGQTTPEEILDAAGELFTTKGFAATSTRQIAEMVGIRQASLYHHFP 61 
ancla α1 α2 α3 
R15 E30 D26 E23 R9 
 
Fig. 65. Alineamiento de las secuencias de AmtR y de productos génicos ortólogos de 
diferentes bacterias gram positivas. Los residuos idénticos están en blanco sobre fondo 
negro y los similares en fondo gris. Las hélices de la estructura de AmtR se indican 
sobre la secuencia, así como los residuos del ancla N-terminal. Las proteínas 
corresponden a los siguientes organismos (código Uniprot entre paréntesis): 
Corynebacterium glutamicum (H7C699), Corynebacterium efficiens (Q8FR27), 
Corynebacterium diphtheriae (H2GXG1), Streptomyces avermitilis (Q828G8), 
Mycobacterium smegmatis (A0R089), Nocardia farcinica (Q5YXM1), Arthrobacter 
aurescens (A1R1A1) y Rhodococcus jostii (Q0S1A2).  	
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el reconocimiento de la secuencia del DNA diana, como Arg52, Gln53, 
Ala54, Ser55, Tyr57 y Tyr58, se habían probado importantes para la 
unión al DNA ya que su mutación a alanina (o a glicina en el caso de 
Ala54) afectó negativamente la unión de AmtR a su DNA diana (Muhl y 
cols., 2009). Además, la relevancia del anclaje de la extensión N-terminal 
también se ve apoyada experimentalmente por ese mismo trabajo de 
Muhl y cols. (2009), ya que el mutante Glu30Ala muestra una unión al 
DNA muy reducida. Este residuo, que se encuentra en la hélice 1 y que en 
la forma apo se encuentra de cara al solvente, forma un puente salino con 
la Arg15, lo que sirve de unión entre la extensión N-terminal y el dominio 
DNB. Seguramente, gracias tanto a esta interacción como al resto de 
puentes salinos entre las argininas de la extensión con los residuos ácidos 
de la hélice 1, el anclaje de la extensión en el surco menor ayude a 
colocar las dominios DNB en una posición adecuada para insertar las dos 
hélices 3 del dímero en los dos surcos mayores consecutivos del DNA. 
 Aparte de incrementar la afinidad por DNA, es posible que la 
extensión N-terminal pueda guiar a AmtR a encontrar su caja canónica. 
La unión del ancla al surco menor es incompatible estéricamente con la 
presencia de pares G:C, por lo que dicha ancla contribuye a la 
especificidad del sitio para AmtR, en su versión más extensa (Hasselt y 
cols., 2011). Así la extensión N-terminal podría tener también una 
función exploratoria de regiones ricas en AT, infrecuentes en el genoma 
(http://insilico.ehu.es/oligoweb/index2.php?m=all) rico en GC de C. 
glutamicum. Es posible que una vez encontradas dos secuencias ricas en 
AT a una distancia adecuada, las hélices 3 identifiquen las bases de los 
surcos mayores para determinar la unión de AmtR. La citada movilidad 
de las extensiones posibilitaría que las mismas puedan actuar como 
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elementos exploratorios con acceso a un espacio de gran volumen 
alrededor del dímero de AmtR, superior en tamaño a un dímero de AmtR. 
Incluso en su estado plegado observado en el complejo con DNA la 
extensión tiene cierta libertad de movimiento debido a la capacidad de 
rotación en la unión (residuos 11-13) entre la mitad N-terminal de la 
extensión, que se une al DNA, y la C-terminal, que se organiza alrededor 
del dominio DNB de la misma subunidad (Fig. 46B-D). 
 El análisis bioinformático de los miembros de la familia TetR 
revela que en más de un cuarto de los conocidos parece existir una 
extensión N-terminal de longitud significativa (>5 residuos) y riqueza en 
argininas, como la extensión de AmtR (Le y cols., 2011). Por tanto, 
parece muy probable que las observaciones realizadas con AmtR sean 
extrapolables a esos otros miembros de la familia que contienen tal 
extensión. Apoyan esta visión dos estructuras con DNA de otros 
miembros de la familia de TetR. SimR de Streptomyces antibioticus (otro 
organismo con alto contenido GC en su genoma) tiene una extensión N-
terminal más larga que la de AmtR, pues tiene 28 residuos, y es también 
rica en arginina (4 en la extensión). Aunque esta extensión exhibe una 
conformación diferente a la de AmtR, ambas insertan de forma 
parcialmente similar una cadena lateral extendida de arginina en el surco 
menor del DNA, interaccionando mucho menos con las bases de dicho 
surco (Fig. 66; Le y cols., 2011; PDB 3ZQL). Algo en parte similar 
 
▶︎ Fig. 66. Dímeros de (A) AmtR, (B) SimR de S. antibioticus (PDB: 3ZQL) y (C) Ms6564 
de M. smegmatis (PDB: 4JL3) unidos al DNA. En el panel de la derecha se muestra un 
detalle de las argininas unidas al surco menor. Los átomos del DNA se representan 
como esferas blancas o amarillas según la cadena, excepto los átomos de oxígeno y 
fósforo de los grupos fosfato, que son de color rojo y naranja, respectivamente. La 
superficie de una subunidad de cada proteína es blanca y opaca mientras que la 
superficie de la otra subunidad es transparente y azul. La extensión N-terminal se ha 
coloreado en magenta con la cadena lateral de la arginina que se inserta en el surco 
menor como varillas. 	
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sucede con Ms6564 de Mycobacterium smegmatis, otro organismo rico 
en GC que tiene una extensión de 14 residuos de los que 4 son arginina o 
lisina. Aunque en la descripción publicada de su estructura (Yang y cols., 
2013) solo se hace una mención de pasada de la existencia de un "arm" 
N-terminal cargado positivamente, la observación de la estructura 
depositada en el PDB (nº de acceso 4JL3) demuestra la existencia de 
cierto grado de inserción de la arginina 9 extendida hacia el surco menor. 
Esta estructura presenta la peculiaridad de que la hélice 3 de Ms6564 se 
inserta en el surco mayor del DNA menos profundamente de lo que es 
característico, utilizando aguas puente entre dicha hélice y las bases con 
las que interacciona, sugiriendo que la interposición de aguas permite la 
adaptación a un número muy grande de promotores con secuencias 
distintas a una canónica (Yang y cols., 2013). Estas observaciones con 
Ms6564 apoyan nuestra conclusión de que la extensión N-terminal puede 
ser utilizada para proveer de afinidad de unión cuando las interacciones 
con el DNA de la hélice 3 confieren una afinidad limitada. La 
comparación de las estructuras de las formas unidas al DNA de estas tres 
proteínas nos permiten inferir como rasgos comunes que puede estar 
presente en otros miembros de la familia TetR la participación de una 
arginina como parte del anclaje al DNA, que en los tres casos se coloca 
en mayor o menor grado (máximo en AmtR) en el surco menor y la 
existencia de contactos entre la parte de la extensión que está fuera del 
surco menor y el dominio DNB. En dos de las proteínas, AmtR y SimR, 
son muy importantes los residuos cargados positivamente de la extensión 
en estas interacciones y en el contacto con los fosfatos del DNA, pero 
esta puede no ser una característica general, pues la arginina de la 
extensión que es visible en la estructura de Ms6564 no parece usar su 
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carga positiva en dichas interacciones, aunque sí hace enlaces de Van der 
Waals entre la parte no polar de su cadena lateral y residuos del DNB. 
 Las estructuras de AmtR en su forma libre y en complejo con DNA, 
proporcionan sugerencias sobre cómo podría GlnK-AMP causar la 
disociación de AmtR con respecto a su DNA diana. Estas posibilidades  
merecen ser analizadas para determinar la probabilidad de que sean 
hipótesis realistas. Un hecho claro es que esta interacción se media por el 
lazo T de GlnK, ya que la adenililación de GlnK, que es esencial para la 
interacción (Becker y cols., 2005), sucede en un residuo de dicho lazo, 
residuo que cuando se muta (Tyr51Phe) para evitar que pueda ser 
adenililado tiene la consecuencia de que se abola la interacción AmtR-
GlnK (Nolden y cols., 2010). La participación del lazo T en esta 
interacción está de acuerdo con la primacía de dicho lazo en la formación 
de complejos de PII con sus proteínas diana (Gruswitz y cols., 2007; 
Conroy y cols., 2007, Llácer y cols., 2007; Mizuno y cols., 2007; Llácer y 
cols., 2010; Zhao y cols., 2010). Es también evidente que puesto que la 
unión de AmtR al DNA requiere dos elementos de la proteína, la hélice 3 
y el ancla de la extensión N-terminal (demostrado en el presente trabajo), 
la unión de GlnK debe impedir bien directa bien indirectamente que 
suceda la unión al DNA de uno, otro o de estos dos elementos. 
 Un mecanismo de abolición de unión al DNA podría basarse en la 
utilización de uno y/u otro de los dos elementos de unión de AmtR al 
DNA para establecer el complejo con GlnK. Tal complejo plantea la 
dificultad de conciliar las simetrías trimérica de PII y dimérica de AmtR. 
Un complejo plausible sería el formado por dos trímeros de GlnK con tres 
dímeros de AmtR (Fig. 67). Los trímeros tendrían sus ejes ternarios 
alineados, mientras que los dímeros tendrían sus ejes de simetría 
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orientados perpendicularmente a los del eje trimérico del complejo. 
Ambos trímeros de PII tendrían sus caras convexas hacia afuera, mientras 
que sus lazos T, se orientarían hacia la zona central del complejo, estando 
interconectados los de uno y otro trímero por los tres dímeros de AmtR 
intercalados entre ellos. Esta organización está de acuerdo con el 
protagonismo del lazo T en la interacción con AmtR, y si la interacción 
de cada lazo T es con el DNB de una subunidad de AmtR, también daría 
cuenta de la competición entre GlnK-AMP y el DNA por la unión de 
AmtR. Puesto que el AMP unido al lazo T de GlnK tiene una adenina y 
un fosfato cargado negativamente, cabría la posibilidad de que se 
propiciaran las interacciones de este adenililo con la extensión N-terminal 
de una subunidad del dímero de AmtR, rica en carga positiva, mientras 
que la extensión de la otra subunidad interaccionaría con el lazo T 
adenilililado del segundo trímero del complejo. La necesidad de que 
GlnK esté triadenililado se derivaría de la necesidad de que los tres 
puentes intertriméricos se formaran para que el complejo fuera estable. 
Con este tipo de organización del complejo los dominios LBD solo 
cabrían si están orientados hacia afuera del complejo, siendo en todo caso 
perpendiculares al eje ternario. Desgraciadamente, por razones de 
limitación temporal no hemos podido abordar la corroboración de esta 
propuesta, por ejemplo tratando de determinar la masa del complejo 
AmtR-GlnK-AMP, pues nuestros experimentos preliminares (no 
 
▶︎ Fig. 67. Representación del posible complejo con tres dímeros de AmtR y dos 
trímeros de GlnK-AMP. (A) En el modelo, GlnK-AMP (modelizado a partir de la estructura 
de PII de A. brasilense en complejo con ATP-Mg2+-2OG, PDB:3MHY) se muestra en 
esferas azules, excepto el AMP unido a la Tyr51 que está coloreado de amarillo, rojo, 
azul y naranja para los átomos de carbono, oxígeno, nitrógeno y fósforo, 
respectivamente. Los tres dímeros de AmtR se unen por el dominio DNB y están 
coloreados en rojo, gris y naranja, con cada subunidad del dímero en un todo diferente 
del color. (B) Esquema del posible modelo, indicando la posición de los dos dominios de 
AmtR (DNB y LBD) en el complejo.  	
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mostrados) utilizando la cepa de C. glutamicum usada aquí (transformada 
por el mismo plásmido de Beckers y cols., 2005), que es distinta a la 
usada en la descripción original de esta interacción (Beckers y cols. 
2005), no nos han permitido detectar la formación del complejo. 
 Las alternativas en las que GlnK-AMP podría prevenir la formación 
del complejo de AmtR con DNA mediante procedimientos indirectos son 
compatibles con la estequiometría de un complejo de dos trímeros de PII 
con tres dímeros de AmtR, pero tienen algunas características que las 
harían menos plausibles. En principio, la forma de interferir sería 
mediante la estabilización por GlnK-AMP de una conformación de AmtR 
en la que las hélices 3 y 3' tuvieran una posición inadecuada y/o no se 
encontraran a la distancia correcta entre ellas para unirse a la caja para 
AmtR en el DNA. De hecho, este ha sido el mecanismo propuesto hasta 
la fecha para la liberación del DNA de los pocos miembros de la familia 
TetR para los cuales se ha caracterizado bien su proceso de regulación 
(Orth y cols., 2000; Miller y cols., 2010; Le y cols., 2011; Sawai y cols., 
2012). Dado el movimiento en AmtR del dominio DNB alrededor de una 
bisagra en la unión con el dominio LBD, la fijación de esta zona que 
actúa como bisagra podría congelar los dominios DNB en una posición 
incompatible con la unión de DNA. Sin embargo, el mecanismo de 
liberación del DNA de SimR parece ser una rotación de 16° de una 
subunidad con respecto a la otra en vez de los movimientos del dominio 
DNB alrededor de la bisagra que lo une al LBD, movimientos estos 
últimos que son similares en esta proteína a los observados en AmtR. 
Dicha rotación de una subunidad con respecto a la otra también resulta, 
en la forma sin DNA, en un posicionamiento de las hélices 3 y 3' que 
hace a SimR incompetente para unirse a su DNA diana (Le y cols., 2011). 
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Si operara un mecanismo similar con AmtR al observado en SimR, la 
rotación debería estar promovida por la unión a este represor de su efector 
alostérico GlnK-AMP. Dado que la longitud y la secuencia del lazo T de 
GlnK son similares a los del gran lazo que conecta las hélices 8 y 9 de 
AmtR (Fig. 32), sería concebible que un lazo T de PII reemplazara a 
dicho lazo α8-α9, provocando la liberación del mismo de su unión con su 
propia subunidad y posibilitando la interacción de dicho gran lazo α8-α9 
con la otra subunidad. Esta nueva interacción podría propiciar un cambio 
en las relaciones entre ambas subunidades del dímero de AmtR que 
podría ser similar a la rotación de una subunidad respecto a la otra 
subunidad de SimR. De hecho, en SimR (Le y cols., 2011) y en otros 
miembros de la familia TetR como RutR (Nguyen y cols., 2015) el 
conector entre las hélices correspondientes a las hélices 8 y 9 de AmtR se 
proyecta sobre la otra subunidad del dímero, interactuando con ella, 
abrazando en SimR a la otra subunidad y estando centralmente 
involucrado en esa proteína en la rotación de una subunidad con respecto 
a la otra subunidad que pone en marcha la disociación de SimR del DNA 
(Le y cols., 2011). Un problema de esta propuesta es que no explica la 
necesidad de la adenidililación del lazo T de GlnK, ya que las 
interacciones del lazo α8-α9 con su misma subunidad no implican 
modificación alguna del lazo.  
  Otro mecanismo hipotético se fundamentaría en la identificación 
en otras proteínas de esta familia (Orth y cols., 2000; Miller y cols., 2010) 
de cambios en las hélices 4 y 6 como mediadores para la puesta en 
marcha de los cambios en los dominios DNB que tienen como resultado 
la disociación del DNA. Dado que estas dos hélices son los dos únicos 
elementos del dominio LBD de AmtR que muestran diferencias 
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conformacionales entre las formas libre y unida al DNA de AmtR, sería 
posible que estos cambios conformacionales también mediaran la 
disociación de AmtR del DNA. De ser así, la forma triadenililada de 
GlnK debería estabilizar la conformación incompetente para la unión al 
DNA de estos elementos móviles del dominio LBD. Las estructuras 
presentadas aquí, y la identificación como elementos únicos de AmtR 
tanto del lazo α8-α9 como de la hélice 10, hace a estos elementos únicos 
posibles candidatos a interacción con GlnK que quizá merezcan 
investigación ulterior. 
 Inicialmente nos pareció también muy atractivo un posible 
mecanismo para la liberación de AmtR del DNA mediado por GlnK es 
que la Arg47 del lazo T de GlnK, que es clave en las interacciones entre 
PII y AmtB en el complejo GlnK-AmtB, insertándose extendida en el 
canal de amonio de esta última proteína, (Gruswitz y cols., 2007; Conroy 
y cols., 2007), se inserte del mismo modo en el surco menor del DNA, 
compitiendo con Arg7 del ancla de AmtR (Fig. 68). En este escenario el 
requerimiento del grupo adenililo unido a la Tyr51 podría estar 
relacionado con la posibilidad de que este grupo cargado negativamente 
interaccionara con las argininas 9 y 10 pertenecientes a la extensión N-
terminal de AmtR, desplazando así estas argininas de su interacción con 
los grupos fosfato del surco menor del DNA con los que interaccionan en 
el complejo AmtR-DNA. De esta manera, GlnK podría actuar como un 
señuelo para prevenir la unión de la extensión N-terminal y promover la 
disociación de AmtR del DNA. Aunque en principio muy atractiva, esta 
propuesta plantea los problemas de que no explican el complejo binario 
formado por AmtR-GlnK-AMP, y de que los ensayos de retardo en gel 
por AmtR de uno de sus promotores diana (Beckers y cols., 2005), 
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aunque revelaron la disociación de AmtR respecto a su DNA con la 
adición de GlnK-AMP, no produjeron evidencia alguna de unión de 
GlnK-AMP al DNA, como seguramente debería observarse si el 
mecanismo de interacción fuera el propuesto aquí. Por tanto, en el 
momento actual no favorecemos este mecanismo.	
 El caso de AmtR no es el primero en que se describe la interacción 
de una proteína de la familia TetR con otras proteínas habiéndose descrito 
complejos de DhaS de Lactococcus lactis (Christen y cols., 2006) y SlmA 
de E. coli (Tonthat y cols., 2011; Tonthat y cols., 2013). SlmA no está 
Túnel AmtB
Arg47
Arg7
Surco menor del DNA
Fig. 68. Detalle de GlnK de E. coli en complejo con el canal de amonio AmtB (izquierda; 
PDB:2NUU, Conroy y cols., 2007) y de AmtR unido a DNA (derecha) para ilustrar la 
similitud de la inserción de la Arg47 de GlnK en el canal con la de la Arg7 de AmtR en el 
surco menor. GlnK y AmtR se representan en color magenta. 	
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involucrada en el proceso de transcripción sino que se une al DNA y a 
FtsZ, para prevenir que FtsZ forme los protofilamentos necesarios para la 
citocinesis, y la información derivada de este complejo no parece 
relevante para entender el de AmtR con GlnK-AMP. Más similar a la 
regulación de AtmR por GlnK es la de DhaS por la proteína 
homodimérica DhaQ. En este sistema de regulación de la transcripción, la 
proteína reguladora DhaQ une covalentemente el ligando y, al formar el 
complejo con DhaS activa la transcripción. Este es uno de los pocos casos 
en el que un miembro de la familia TetR actúa como activador 
transcripcional en vez de como represor. Este caso se asemeja al de 
AmtR-GlnK, donde la proteína reguladora es seguramente la que une 
2OG. Sin embargo, aunque hay estructura tanto de DhaS como de DhaQ 
por separado (Christen y cols., 2006), la falta de estructura del complejo 
hace que no podamos extrapolar información relevante de la regulación 
de DhaS por DhaQ al caso que nos ocupa. 
 En cuanto a la posibilidad de interacción de GlnK con moléculas 
diméricas, como ya se ha indicado en la introducción, se ha descrito en B. 
subtilis la formación de un complejo entre un trímero de GlnK y tres 
dímeros de TnrA, en los que se ha modelizado la interacción a partir de 
datos de baja resolución (SAXS) utilizando mutagénesis dirigida para 
corroborar algunos de los resultados (Schumacher y cols., 2015). Las 
hélices del cuerpo de cada subunidad de GlnK son pinzadas 
asimétricamente entre la hélice 4 de cada subunidad de un dímero de 
TnrA. Los dos dominios de unión a DNA del dímero quedan expuestos y 
unen DNA con afinidad elevada. En principio podría pensarse en un 
modelo similar para AmtR y GlnK, en el que la unión disminuyera la 
afinidad por DNA en vez de aumentarla. Sin embargo, en el caso de 
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GlnK-TnrA, no se utilizan los lazos T para la unión, lo que no es el caso 
para AmtR, por lo que pensamos que este modelo es inadecuado para 
explicar el complejo AmtR-GlnK-AMP. 
 En resumen, nuestros resultados han aclarado la estructura de AmtR 
unido a DNA, han subrayado la importancia y determinado el papel de su 
extensión N-terminal en la unión al DNA y también han revelado algunos 
rasgos únicos de AmtR, que pueden estar involucrados en la unión de 
GlnK como efector alostérico que regula la liberación de AmtR del DNA, 
proponiendo un modelo esquemático del complejo AmtR-GlnK-AMP. 
Nuevos estudios, particularmente la determinación de la estructura del 
complejo AmtR-GlnK, bien por cristalografía de rayos X o utilizando 
técnicas de menor resolución como SAXS, serán necesarios para aclarar 
si nuestro modelo es correcto y, si lo es, para detallar los rasgos de la 
unión. 
 
3. Estructura de GlnB-UMP3 
 La estructura de GlnB de E. coli fue la primera resuelta de una 
proteína PII. En dicha estructura, determinada a dos niveles distintos de 
resolución (códigos PDB 1PIL y 2PII; Cheah y cols., 1994 y Carr y cols., 
1996), pero a partir de cristales esencialmente iguales obtenidos sin 
ligandos y en las mismas condiciones de cristalización, los residuos del 
lazo T están ordenados y son claramente visibles, seguramente gracias a 
los contactos cristalográficos con otras moléculas de GlnB del cristal, a 
pesar de lo cual tienen elevados factores de temperatura, indicando que 
este lazo debía ser capaz de adoptar más de una conformación (Carr y 
cols., 1996). De este modo se estableció la alta flexibilidad del lazo T, 
Discusión  	 		
222 
corroborada luego en muchas otras estructuras (ver por ejemplo Yildiz y 
cols., 2007; Helfmann y cols., 2010; Shetty y cols., 2010). 
 Los resultados obtenidos por nosotros con GlnB-UMP3 no han 
estado de acuerdo con nuestra hipótesis inicial de que la uridililación o 
adenililación del lazo T promueve una conformación fija de dicho lazo, 
requerida para formar algunos complejos de GlnB, como el que forma 
con la ATasa o, en C. glutamicum, con AmtR. Aunque hemos conseguido 
cristalizar el trímero de GlnB de E. coli con sus tres lazos T uridililados,  
en su estructura cristalina no se observan los lazos T, seguramente por su 
libertad de movimientos dentro del cristal, como prueba el vacío de 
densidad electrónica a la salida de los lazos T del cuerpo de la proteína 
(Fig. 55). Así, parece que en la forma uridililada de PII, al igual que en 
las formas no modificadas covalentemente, si los lazos T no hacen 
contactos (cristalográficos o, quizá, con proteínas diana), estos lazos están 
desordenados o son móviles y no se obtiene suficiente densidad 
electrónica, impidiendo su trazado. La observación de que la uridililación 
no provoca cambios significativos en la parte visible de GlnB excluye que 
las interacciones de PII que requieren uridililación se medien por el 
cuerpo semiesférico del trímero de PII, debiendo mediarse por el lazo T. 
Careciendo de las estructuras de complejos de PII uridililada o 
adenililada, es por ahora imposible decidir si la interacción con la diana 
se ejerce por medio del grupo uridililo o adenililo o si estas 
modificaciones introducen conformaciones nuevas del lazo T que serían 
seleccionadas cuando se produce la interacción con la proteína diana que 
requiere que PII esté adenililada o uridililada. En este segundo caso no 
sería exigencia de la interacción selectiva con la forma modificada el que 
el grupo introducido (uridililo o adenililo) participe directamente en la 
																																																																																																																				Discusión 	
223 
interacción con la diana. Intuitivamente lo más simple parecería ser que el 
discernimiento de los dos sitios de la ATasa a los que se une GlnB, uno 
reconociendo la forma uridililada y el otro la no uridililada (Jiang y cols., 
2007b), se ejerciera a través de interacciones de un sitio, pero no del otro 
con el grupo uridililo. 
 La uridililación del residuo de tirosina 51 de GlnB de E. coli debe 
impedir los contactos con otros trímeros de PII presentes en el cristal, 
pues dicha uridililación impidió reproducir la generación de cristales sin 
ligandos de GlnB que han sido ya objeto de estudio estructural, y en los 
que se observa el lazo T participando en contactos cristalográficos (Cheah 
y cols., 1194 y Carr y cols., 1996) (Fig. 56). Sin embargo, no puede 
responsabilizarse exclusivamente a la uridililación de la no formación de 
estos cristales, ya que en nuestros experimentos de cristalización de 
GlnB-UMP3 hay ATP unido a la proteína, en un sitio que en la forma sin 
ATP ni uridililación (la forma cristalizada previamente; Cheah y cols., 
1194 y Carr y cols., 1996), la cadena lateral de la Arg38 de la misma 
subunidad ocupa aproximadamente el sitio de los fosfatos β y γ (Fig. 62). 
Quizá esta posición fija de un residuo del lazo T estabilice dicho lazo, y 
haya hecho posible la observación del mismo en las formas sin ligandos, 
con la ayuda adicional de contactos cristalográficos intermoleculares que 
podrían haberse visto impedidos por la uridililación.  
 La unión de ATP tampoco afecta fuertemente a la conformación 
del sitio para el nucleótido, a juzgar por la comparación con el sitio no 
ocupado de las formas de GlnB de E. coli depositadas en el PDB (Fig. 
61). Como ya hemos visto, la retirada de 2,9 Å de la cadena principal a 
nivel de la Thr26, en el lazo α1-β2, haciendo sitio para el anillo de la 
adenina, junto con el desplazamiento de la cadena lateral de la Arg38, que 
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también hace sitio a la cadena de fosfatos del ATP, son los únicos 
movimientos importantes observados con la uridililación y unión de ATP. 
El movimiento de la cadena principal puede considerarse generalizable a 
otras proteínas PII, ya que en sus formas con ATP el residuo equivalente 
a la Thr26 tiende a ocupar una posición similar a la observada en GlnB-
UMP3 (Fig. 69A) (Xu y cols., 1998; Helfmann y cols., 2010). El 
movimiento del lazo α1-β2 que tiene su exponente máximo en el 
desplazamiento de la Thr26 podría considerarse un movimiento de 
apertura (y cierre) del sitio para el nucleótido, quizá junto con el 
desplazamiento de la cadena lateral de la Arg38 y el desplazamiento de 
los últimos residuos del lazo C de la otra subunidad (residuos no 
observados en nuestra estructura). El hecho de que no se haya descrito 
previamente una estructura de GlnB con ATP unido a pesar de que esta 
proteína es el paradigma clásico y de purificación más antigua de una 
proteína PII, sugiere que es crucial la uridililación para estabilizar la 
forma con ATP. Aunque no hemos realizado ensayos de unión de ATP 
que fundamenten esta afirmación, el hecho de que la Arg38 sea el residuo 
de comienzo del lazo T, y que su desplazamiento del sitio de ATP sea 
necesaria para acomodar los fosfatos del ATP, sugiere una conexión entre 
cambios en el lazo T y posición de este residuo, siendo la uridililación un 
fuerte cambio en el lazo T que podría propiciar el movimiento de la 
Arg38 fuera del sitio del nucleótido. El sitio de unión de nucleótido no 
parece cambiar mucho más cuando se une MgATP, como se evidencia 
mediante la comparación con GlnK2 de Archaeoglobus fulgidus, donde 
existe estructura tanto de la forma libre como de la unida a MgATP (Fig. 
69B). En ambas estructuras tanto el residuo 26 como el resto del trazado 
de la cadena principal de la proteína se encuentra en posiciones muy 
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Fig. 69. Representación estereoscópica de las estructuras (visualizadas como cadena 
principal) superpuestas de las subunidades unidas a ATP de GlnB-UMP (en azul), GlnK2 
de A. fulgidus (en verde; PDB: 3NCQ, Helfmann y cols., 2010) y (A) GlnK de E. coli (en 
amarillo; PDB:2GNK, Xu y cols., 1998) o (B) GlnK2 de A. fulgidus sin ATP (en naranja; 
PDB: 3NCP, Helfmann y cols., 2010). Se indica la posición de algunos Cα con una 
esfera y su número de residuo. Se representa la molécula de ATP perteneciente a la 
unidad asimétrica (coloreada) y la de otra contigua (en gris).  
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cercanas a las de la estructura de GlnB-UMP3 con ATP unido. Así pues, 
el sitio de nucleótido tiene en su mayor parte una conformación bastante 
fija, donde se puede unir ATP o MgATP sin que se den cambios 
significativos en la proteína, ni siquiera en las cadenas laterales de los 
residuos que rodean el ligando, que sufren movimientos muy pequeños 
cuando se une la molécula de ATP ya sea con o sin Mg2+ acomplejado. 
 En la célula, cuando los niveles de nitrógeno son bajos, GlnB no 
solo se encuentra uridililada sino que forma un complejo con ATP, Mg2+ 
y 2OG (Leigh y Dodsworth, 2007). A pesar de haber sido cocristalizada 
con estos efectores, en la estructura de GlnB-UMP3 se observa 
únicamente ATP unido, mediante contactos que se conservan incluso en 
dominios de la vida diferentes como el de las arqueas (ver capítulo 1 de 
Resultados). Es en la posición del fosfato β en la que se diferencia sobre 
todo el ATP unido a GlnB de E. coli (nuestra estructura) del MgATP 
unido a trímeros de PII de otras especies (Fig. 60A). En nuestra 
estructura, este grupo fosfato es el que exhibe el factor de temperatura 
más alto de la molécula, lo que indica movilidad. Esta conformación del 
ATP, junto a la ligera acidez del medio de cristalización que puede 
provocar que algunos grupos fosfato se encuentren protonados, pueden 
ser las causas por las que no se forma un complejo Mg2+-ATP que es a su 
vez indispensable para la unión de 2OG (Fokina y cols., 2010; Truan y 
cols., 2010). De acuerdo con esto, las estructuras de proteínas PII en 
complejo con 2OG han sido complicadas de conseguir, posiblemente por 
la necesidad de tener unido MgATP, lo que restringe el rango de pH a 
utilizar en los ensayos de cristalización. Prueba de ello es que a pesar de 
que los primeros indicios de que PII une 2OG se remontan a 1995 
(Kamberov y cols., 1995) y que la primera estructura de PII es de 1994 
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(Cheah y cols., 1994), la primera estructura de una proteína PII en 
complejo con 2OG se determinó en 2010 (Fokina y cols., 2010; Truan y 
cols., 2010) (aunque en un trabajo estructural de 2007 el 2OG se une a un 
sitio diferente y no hay datos bioquímicos que demuestren que no se trate 
de un artefacto; Yildiz y cols., 2007). Hay que esperar que en presencia 
de ATP, Mg2+ y 2OG, los lazos T de GlnB-UMP3 adopten una 
conformación diferente a lo observado en nuestra estructura, ya que el 
lazo T de otras proteínas PII, por ejemplo de S. elongatus, experimenta 
cambios de conformación que no se observan si el 2OG no está unido. 
 No está aclarado completamente cómo los ligandos que se unen a 
las proteínas PII pueden alterar la conformación de sus flexibles lazos T. 
Las moléculas de ADP y ATP, que compiten por el mismo sitio de 
nucleótido, mantienen contactos ligeramente diferentes con la proteína 
(sobre todo con las cadenas laterales de los residuos 101 y 103) y al 
unirse permiten o impiden ciertos contactos débiles entre residuos del 
sitio de unión que cambian ligeramente los residuos de alrededor. Por 
ejemplo, para explicar la cooperatividad negativa del ADP con GlnB de 
S. elongatus, Zeth y cols. (2014) describieron cómo la primera molécula 
de ADP unida mantiene contactos con las cadenas laterales de la proteína, 
y cómo la unión de esta primera molécula provoca cambios en los otros 
dos sitios del trímero que acaban uniendo ADP manteniendo contactos 
solo con la cadena principal de la proteína. También se ha conseguido 
explicar la cooperatividad negativa de la unión de 2OG en términos 
estructurales en la misma proteína, donde se han observado cambios en 
los lazos T y C cercanos a los sitios vacíos según se uniera 1 o 2 
moléculas de 2OG a GlnB (Fokina y cols., 2010). Sin embargo, el 
mecanismo que conecta la unión de estos ligandos con la organización del 
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lazo T no ha sido aclarado completamente. De hecho, incluso la unión de 
ATP-Mg2+-2OG, que se acompaña del mantenimiento de los residuos de 
alrededor de los ligandos en una misma conformación (ver Fig. 70A, 
Truan y cols., 2010; Fokina y cols., 2010; Maier y cols., 2011), se ha 
asociado a diferentes conformaciones del lazo T según la proteína (Fig. 
70B-D). Hay que señalar que las tres conformaciones diferentes descritas 
de los lazos T en complejo con 2OG (Fig. 70B-D) son incompatibles con 
la formación del complejo con el canal de amonio, lo que explicaría 
estructuralmente el hecho de que PII se libera de AmtB cuando bajan los 
niveles de nitrógeno (y los niveles de 2OG son por lo tanto altos). En el 
caso de la unión de ATP o ADP, los lazos T se encuentran con frecuencia 
desordenados y cuando se ordenan también pueden adoptar diferentes 
conformaciones según la proteína (Fig. 71). Probablemente, las pequeñas 
variaciones de secuencia en los casi 20 residuos del lazo T es una de las 
razones por las que, aunque los residuos de la base del lazo se organicen 
del mismo modo, estos no determinen de la misma manera para todas las 
proteínas PII la conformación final del lazo T. Es plausible pues, que los 
ligandos unidos a PII, al interactuar principalmente con residuos de la 
base del lazo T, el lazo B, el C y la hebra β3, únicamente fijen la posición 
de unos pocos residuos, lo que resultaría en determinar únicamente qué 
conformaciones pueden o no pueden adoptar los lazos T de entre un 
conjunto de todas las posibles, dada la longitud del lazo. Esta hipótesis se 
esquematiza en un diagrama de Venn (Fig. 72). El diagrama en general 
puede ser aplicable a todas las proteínas PII, dadas las características 
conservadas del modo de unión de ligandos en la familia, pero las 
conformaciones posibles dentro de cada círculo serían únicas para cada 
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Fig. 70. Estructuras de PII en complejo con ATP-Mg2+-2OG. Se muestran las estructuras 
de diferentes PII con sus tres sitios unidos a 2OG: en gris GlnK3 de A. fulgidus (PDB: 
3TA2, Maier y cols., 2011), en amarillo GlnZ de A. brasilense (PDB: 3MHY, Truan y cols., 
2010) y en magenta GlnB de S. elongatus (PDB: 2XUL, Fokina y cols., 2010) (A) Vista 
estereoscópica de la superposición de los sitios de unión de 2OG. La proteína se 
representa en modelo de cintas con los residuos relevantes en la interacción del 2OG en 
varillas. Las moléculas de ATP y 2OG se muestran como varillas y los cationes Mg2+ 
como esferas verdes. Las interacciones polares entre el 2OG y la proteína y la esfera de 
coordinación del Mg2+ se representan con líneas discontinuas rojas. Los átomos de 
oxígeno, nitrógeno y fósforo están coloreados en rojo, azul y naranja, respectivamente. 
(B-D) Representación en cintas de las tres proteínas PII indicadas, unidas a ATP-Mg2+-
2OG, en la misma orientación, para destacar la diferente conformación de los lazos T. 	
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proteína PII, dada la longitud y diversidad de secuencia del lazo T. Estos 
hechos dificultan extrapolar las consecuencias de la unión de los ligando 
de una proteína PII a otra, lo que nos lleva a la necesidad de realizar 
estudios estructurales individualizados con las distintas proteínas PII. 
A
B
 
Fig. 71. Superposición de los lazos T de proteínas PII en complejo con (A) ADP o (B) 
ATP. (A) GlnK de E. coli (naranja, PDB: 2NUU), GlnK2 de A. fulgidus (magenta, PDB: 
3NCR), GlnK1 de Methanococcus jannaschii (amarillo, PDB: 2J9D) y GlnK3 de A. 
fulgidus (azul, PDB: 3TA1). (B) GlnK1 de Methanococcus jannaschii (amarillo, PDB: 
2J9C), GlnK2 de A. fulgidus (magenta, PDB: 3NCQ), GlnK de Mycobaterium tuberculosis 
(gris, PDB: 3LF0) y GlnK2 de H. mediterranei (verde, PDB: 4OZN). 
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Fig. 72. Diagrama de Venn de las posibles conformaciones del lazo T de PII. Cada 
esfera representa el conjunto de conformaciones más probables para los lazos T según 
el ligando unido. Los tamaños de los círculos son arbitrarios. Las esferas con borde 
semidiscontinuo representan conformaciones adecuadas para unir diferentes dianas de 
PII. 	
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 1 - Aunque las secuencias de aminoácidos de las proteínas PII de la 
arquea halofílica Haloferax mediterranei, hmGlnK1 y hmGlnK2, 
mantienen las características propias de las proteínas PII canónicas, estas 
secuencias revelan cambios de aminoácidos relacionados con adaptación 
a un entorno muy salino. Estos cambios incluyen la sustitución de 
residuos grandes por otros más pequeños, el aumento de la proporción de 
residuos ácidos, y la inclusión de una extensión N-terminal de 11 residuos 
de predominio ácido que disminuye aún más el punto isoeléctrico de estas 
proteínas. La comparación de secuencias sugiere la presencia de esta 
extensión en otras arqueas halofílicas. 
 2- La estructura de hmGlnK2 revela que su extensión N-terminal 
está accesible al solvente, lo que refuerza la hipótesis de que se trata de 
un rasgo haloadaptativo. La mediación de contactos cristalinos entre 
trímeros de PII por estas extensiones N-terminales sugieren la posibilidad 
de uso de dichas extensiones para formar complejos con otras proteínas.  
 3- La estructura también revela que la superficie expuesta de 
hmGlnK2 es la más polar de todas las proteínas PII de estructura 
conocida, lo que debe  constituir otro rasgo de haloadaptación que ayuda 
a la proteína a competir con la sal de su entorno por el agua. 
 4 - Los estudios estructurales y bioquímicos de unión permiten 
concluir que el AMP es un ligando nucleotídico de hmGlnK2 similar a 
ADP, lo que resulta único para proteínas PII, sugiriendo que debe 
explorarse la posibilidad de señalización por AMP vía PII al menos en 
arqueas. Los contactos del AMP con la proteína sugieren que AMP y ADP 
promueven la misma conformación del lazo T. 
 5 - La observación de que en el complejo con ATP parte del lazo T 
de hmGlnK2 adopta una conformación en alfa hélice, también única entre 
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las proteínas PII, sugiere que esta hélice podría mediar los contactos 
directos con la glutamina sintetasa que se han identificado para las 
proteínas PII de esta arquea.  
 6 - Las estructuras del regulador global del nitrógeno de C. 
glutamicum, AmtR, libre o unido a su DNA diana, confirman la 
pertenencia de este represor a la familia de TetR y revelan varios rasgos 
estructurales únicos quizá relacionadas con la formación de un complejo 
con la proteína PII. Estos rasgos son la conformación variable de la hélice 
4, la presencia exclusiva de una hélice extra C-terminal y la existencia de 
un gran lazo conectando las hélices 8 y 9 que tiene similitudes de 
secuencia con el lazo T de PII. 
 7 - La estructura del complejo AmtR:DNA revela que AmtR utiliza 
dos zonas de interacción con el DNA que determinan su afinidad y 
especificidad por este: una formada por la hélice 3 de su motivo hélice-
vuelta-hélice (HTH), insertada como era esperable en el surco mayor de 
la doble hélice; y otra constituida por una extensión N-terminal de 19 
residuos que está desordenada en la forma libre, pero que se ordena en la 
unida al DNA, y que actúa de ancla de inserción en el surco menor del 
DNA. Experimentos de deleción demuestran la esencialidad de la 
extensión para la unión de AmtR al DNA. Extensiones similares parecen 
existir en otros miembros de la familia TetR. 
 8 - La combinación de hélice y ancla explica la secuencia diana 
extendida para AmtR en la que un quasipalíndromo central está 
flanqueado por secuencias ricas en A:T, y sugieren que las extensiones N-
terminales sirvan de máquina exploratoria de regiones ricas en A:T en un 
organismo de alto contenido G:C. 
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 9 - Proponemos un modelo plausible para el complejo AmtR-GlnK-
AMP3 en el que los trímeros de PII tendrían sus ejes ternarios alineados, 
mientras que los dímeros tendrían sus ejes de simetría orientados 
perpendicularmente a los del eje trimérico del complejo. 
 10 - La determinación de la estructura de la proteína PII de 
Escherichia coli prueba que su uridililación específica por GlnD no fija el 
lazo T, que está desordenado y flexible, a pesar de que solo la forma 
uridililada de dicho lazo interacciona con el sitio de la proteína ATasa que 
promueve la desadenililación de la glutamina sintetasa. 
 11 - El hecho de que la estructura de esta proteína presente ATP 
unido sugiere que la uridililación favorece la unión del ATP, sin que esta 
unión resulte en otro cambio estructural que un movimiento de 2,9 Å de 
parte del lazo de conexión entre la hélice 1 y la hebra β2, así como el 
desplazamiento centrífugo respecto al sitio para ATP de la cadena lateral 
de la arginina 38. Los resultados no explican los cambios en el lazo T por 
la unión del nucleótido detectado por otros en estudios funcionales, 
hipotetizándose la coexistencia de poblaciones solapantes pero no 
idénticas de conformaciones del lazo T dependiendo de la presencia o no 
de ATP unido y de uridililación del lazo, de entre las que seleccionan las 
proteínas diana la conformación apropiada. 
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